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緒言
　近年の遺伝子操作技術の発達により、．様々な生物の遺伝子が単離、解析
されるようになった。さらに、1980年代に入って、これらの遺伝子を個体
内に導入し、．いわゆる遺伝子導入動物を作出する試みも種々の生物で行わ
れている（村松，1989）。個体への遺伝子導入技術は、目的の遺伝形質の
みを個体に導入でき、導入した遺伝子が1度宿主の染色体中に組み込まれ
れぱ、その遺伝子は次世代へ遺伝していくという利点を持っ。近年、これ
らの遺伝子導入技術は、遺伝子の生体内における機能を解析するため、マ
ウス（Gordon　and　Ruddle，1985）、ショウジョウバエ（Spradling　and
Rubin，1982）などで広く用いられている。
　従来、水産動物に目的の遺伝子を導入、固定するためには選抜や交雑等
が行われてきたが、選抜には長い時間を必要とする上、有害遺伝子がホモ
化し、表現型に悪影響を及ぼす危険性もある。さらに、交雑では親魚に用
いることが可能な種類が限られるという問題点がある（加藤，1982）。し
かし、・目的の形質を担うタンパク質が同定され、その遺伝子が単離されて
いる場合、その遺伝子を個体に導入することにより、目的の形質のみを個
体に短期間で付加できることが期待される。したがって、水産分野におい
てもこの方法は新しい有効な育種法として期待されている（醒acleanら，
1987；　Ozatoら，　1989；　Maclean　and　Penman，1990；　Flercher　and　Davies，
1991）。実際、魚類の成長促進を期待して、哺乳類由来の成長ホルモン遺
伝子がキンギョ（Zhuら，1985）、ドジョウ（Zhuら，1986）、ニジマス（
Chourroutら，1986；Macleanら，1987；Rokkonesら，1989；Guyomardら，
1989；Penmanら，1990）、　チャンネルキャットフィッシュ（Dunhamら，
1987）、ティラピア（Bremら，1988）、大西洋サケ（Rokkonesら，1989）
に導入されている。さらに、ニジマスの成長ホルモンcD酷もコイ1ZhaR9
ら，1990）およびメダカ（lnoueら，1990）に導入されている。また、大
西洋サケに低温耐性を付加するために、南極圏に生息するwinterflounder
の抗凍結タンパク質の遺伝子が導入されている（Fletcherら，1988）。し
かし・これらの報告の中で、外来遺伝子が宿主の個体内で発現し、外来遺
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伝子由来のタンパク質が産生されたという報告は、Rokkonesら（1989）と
Zhan9ら（1990）による2例のみで、さらにその産物のタンパク質が宿主内で
機能したという報告はZhangら（1990）による1例しかない。さらに、これら
の外来遺伝子が次世代へ遺伝したという報告も少なく、ニジマス（
Guyomardら，1989）とコイ（Zhangら，1990）で1例ずつあるのみである。
このように、水産育種への応用を目的とした遺伝子導入魚の作出は極めて
遅れており、その作出技法すら完成されたとは言い難い現状である。
　一方、魚類の生理機能を解明するため、遺伝子導入魚を実験動物として
利用する試みも数種でなされている。特に、メダカやゼブラフィッシュで
は近交系も作出されており、性成熟に要する期間も短かいため、遺伝子導
入個体作出の報告も多い。Ozatoら（1986）は、ニワトリのδ一クリスタリ
ン遺伝子をメダカに導入し、その発現を報告している。さらに、Inoueら
（1989）は、この実験系で導入されたδ一クリスタリン遺伝子が発生の一
時期において組織特異的に発現することを報告している。また、Chong
and　Vielkind（1989）；Stuartら（1990）；Tamiyaら（1990）；Liuら（1990）；
Winklerら（1991）はメダカやゼブラフィッシュに導入したレポーター遺伝
子が発現したことを報告している。しかし、これらの報告のほとんどは一
過性の発現で、成魚あるいは次世代でも安定して発現したという報告は
Stuartら（1ggo）による1例のみである。このように遺伝子導入魚における
外来遺伝子の遺伝様式、発現についての報告は非常に少ない上、魚類の内
在性遺伝子の発現調，節機構もほとんど解明されていない。
　そこで、本研究では、目的の遺伝形質を魚類個体に導入し、その形質を
保持した系統を作出するための基礎的研究を行った。まず、第1章では魚
卵へ外来遺伝子をマイクロインジェクションするため、ニジマス卵の卵膜
硬化を抑制する方法を開発し、続いてニジマス卵へのマイクロインジェク
ション法を開発した。第2章では、第1章で開発した方法を用い、種々の外
来遺伝子をニジマス卵に導入し、その初期生残、外来遺伝子の導入率およ
び導入様式にっいて検討した。また、マイクロインジェクション後の外来
遺伝子のニジマス胚体内での挙動を明らかにした。さらに、簡便な遺伝子
導入魚の作出法として、精子へのエレクトロポーレーション法を開発した。
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第3章では遺伝子導入魚における外来遺伝子の次世代への伝達について検
討した。すなわち遺伝子導入魚を育種に利用する際には、すべての種苗に
確実に外来遺伝子を導入する必要があるため、外来遺伝子をホモに持つ個
体の作出が望まれる。しかし、外来遺伝子の遺伝様式は魚類ではほとんど
解明されていないため、まず、遺伝子導入ニジマスより搾出した精子にお
ける外来遺伝子の存在を確認し、次に、その精子を用いて作出したF1およ
びF2への外来遺伝子の伝達様式を解析した。さらに、遺伝子導入魚に目的
の形質を付加するためには、外来遺伝子が転写、翻訳されて目的の形質を
担うタンパク質が個体内で産生される必要がある。そこで、第4章では外
来遺伝子が転写、翻訳されてタンパク質を産生する過程、すなわち発現に
ついて初期胚、稚魚、および次世代を用いて検討し、ニジマス個体内で有、
効なプロモーターの探索を行った。第5章では、将来遺伝子導入魚におい
て外来遺伝子を効率良く、さらに正確に発現させるために必要と考えられ
る、魚類自身の遺伝子の発現調節機構を解明するための基礎研究を行った。
まず、ニジマスに導入したコイα一グロビン遺伝子の発現について解析し、
さらに、その5’上流域のプロモーター活性を調べた。続いオコイ成魚で発
現しているβ一グロビン分子を同定した。
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第1章魚卵へのマイクロインジェクション技法の開発
　個体へ外来遺伝子を導入するには、マイクロインジェクション法を用い
るのが最も一般的で、魚類においてもこれまで数種でマイクロインジェク
ション法が試みられている。しかし、魚類の卵はふ活後急激に卵膜が硬化
し（隆島，1982）、マイクロインジェクションが非常に困難になる。この
問題を克服するため、魚卵へ外来遺伝子をマイクロインジェクションする
ために種々の方法が開発されている。キンギョ（Zhuら，1985；Yamahaら，
1988；Yoonら，1990）、ドジョウ（Zhuら，1986）、コイ（吉崎ら，1989）・、、
ゼブラフィッシュ（Stuartら，1990）では種々のタンパク質分解酵素によ
り卵膜を消化し、裸卵を得ることに成功している。また、Stuartら（1988）
は実体顕微鏡下でピンセットによる卵膜の除去に成功しているが、これら
の方法は生残率が低い上、卵膜の厚い魚種には利用できない。さらに、卵
母細胞の卵核胞にマイクロインジェクションする方法（Oza七〇ら，1986）や、
金属の針で卵膜に穴を開けてからマイクロインジェクションを行う方法
（Chourroutら，1986）、また卵門からマイクロインジェクションする方
法（Bremら，1988；Fletcherら，1988）なども開発されたが、こ紅らの方
法はどれも繁雑で効率の良い方法とは言い難い。一方、Macleanら（1987）
；Penmanら（1990）は受精直後から卵膜が硬化するまでの問にマイクロイン
ジェクションする方法を用いたが、この方法はマイクロインジェクション
を行うことができる時聞が限られるため、大量の卵に一度にマイクロイン
ジェクションすることが困難である。
　そこで本章では、効率が良く簡便なマイクロインジェクション法の開発
を試みた。メダカ卵の卵膜は受精後S－S結合により硬化が促進されると推
測されている（Nakano，1956；Ohtsuka，1960）。さらにlwamatsu（1983）
は、S－S結合の阻害剤である還元型グルタチオン中で、メダカ卵を受精さ
せることにより卵膜が膨潤し、はさみによる卵膜除去が容易に行えると報
告している。そこで本研究では、還元型グルタチオンによりニジマスの卵
膜硬化の抑制を試み、ぞの硬化抑制能と、その後の生残率に及ぼす影響を
検討した。ざらに、本法を利用して卵膜硬化を抑制したニジマス卵にマイ
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クロインジェクションを行う方法を開発した。
材料と方法
　ニジマス親魚は、東京水産大学大泉実験実習場において、水温10℃で飼
育した3年魚を用い、等調洗卵法によって媒精した。その後、函を8および
10に調整した0．5、1．0、2．0醐の還元型グルタチオン溶液中でふ活させ、
それぞれの溶液中で受精後4時間培養し、各区の硬化抑制能を判定した。
硬化抑制能の判定は、先端の外径が5～6μmのマイクロピペットをマイク
ロマニピュレーターを用い卵膜に刺し、その貫通し易さにより行った。ま
た、各区の受精率、艀化率を求めた。さらに、この方法により卵膜硬化を
抑制した卵を用い、効率の良いマイクロインジェクション法の開発を試み
た。
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結果
　還元型グルタチオン処理を施した区では、どの区も卵膜硬化は抑制され
ており、容易にマイクロピペットを卵膜に貫通させることができた（表1－1
）。さらに受精率は79．2～96．7％と、どの区も対照区とほぼ同様で、卿化
率は還元型グルタチオンの濃度が1．0醐および2．OmMの場合は、pH10の区で
若干低かったものの、pH8の区では対照区とほとんど変らず、この方法が
ニジマス卵の有効な卵膜硬化の抑制法であることが示唆された（表1－1）。
さらに図1－1に示したように、本処理はニジマス卵の透明度に全く影響を
与えず、胚盤を実体顕微鏡下で十分確認できるため、本法はニジマス卵へ
のマイクロインジェクションに有効な方怯であることが判明した。
　また、図1－2に示したようにニジマス用等調液を満たしたシャーレの底
の凹部に卵を置き、上から針金の輪で押さえることによりマイクロインジ
ェクションが容易に行えた。
一6一
考察
　本法は通常の媒精を行った後、これらの卵を還元型グルタチオン溶液中
でふ活させるだけで、効率良く卵膜の硬化を抑制でき、その後の生残率に
悪影響を及ぼすこともなかった。このように、従来の卵膜除去法（Zhuら，
1985；Yamahaら，1988；Yoonら，1990；Zhuら，1986；吉嫡ら，1989；
Stuartら，1988，1990）、卵母細胞へのマイクロインジェクション法（
Ozatoら，1986）、2－step法（Chourroutら，1986）および卵門からのマイ
クロインジェクション法（Bremら，1988；Fletcherら，1988）に比べ、非
常に簡単な操作のみでマイクロインジェクションが可能であった。さらに、
本法はニジマス卵を10℃で培養した場合、胚盤が動物極に集積し始める受
精後2時閤から、第1卵割の始まる受精後8時問までの6時闇にわたりマイ
クロインジェクショ．ンが可能である。したがって、卵膜の硬化が始まる以
前にマイクロインジェクションを行うMacleanら（1987）やPenmanら（1990）
の方法よりはるかに効率がよいと考えられる。特にサケ科魚類のように艀
化日数が長く卵膜除去後の裸卵の培養が困難な種や、メダカやサケ科魚類
のように卵膜が極めて強固で卵膜除去の困難な魚種には本法が適している
と考えられる。
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第2章　魚類への外来遺伝子導入
　遺伝子導入技法により有用形質を付加した系統を作出する際、第一に外
来遺伝子を個体に導入する必要がある。魚類でもメダカ（Ozatoら，1986；
Inoueら，1989；Choog　and　Vielkind，1989；Inoueら，1990；Tamiyaら，
1990；Winklerら，1991）、ゼブラフィッシュIStuartら，1988，19901Liu
ら，1990）、ドジョウ（Zhuら，1986）、キンギョ（Zhuら，1985）、コイ（
Zkangら，1990）、ティラピア（Bremら，1988）、チャンネルキャットフィッ
シュ（Dunhamら，1987）、大西洋サケ（Fletcherら，1988；Rokkonesら，
1989）、ニジマス（Chourroutら，1986；Macleanら，1987；Rokkonesら，
1989；6uyomardら，1989；Penmanら，1990）に種々の方法を用いて外来遺
伝子が導入されており、その生残率、遺伝子導入率が報告されている。そ
こで本章では、外来遺伝子を高率で個体に導入する方法を開発するため、
第1章で開発したニジマス卵へのマイクロインジェクション法により実際
に外来遺伝子の導入を試み、その後のニジマス卵の生残率、および外来遺
伝子の導入率を検討した（第1節，第2節）。さらに、これらの外来遺伝子
が次世代へ遺伝していくためには、導入された外来遺伝子が宿主の染色体
に組み込まれる必要がある。しかし、前述の報告の中で外来遺伝子の宿主
染色体への組み込み、および、その存在様式を確認している報告はDunkam
ら（1987）；Fletcherら（1988）；Stuartら（1988，1990）；Chongand
Vielkind（1989）；Guyomardら（1989）；Pe鑓manら（1990）；Zhangら（1990）
による8例のみである。さらに、マイクロインジェクション後の宿主細胞
内における外来遺伝子の挙動はメダカ（Chong　and　Vieikind，1989）、ゼ
ブラフィッシュ（Stuartら，1988）で調べられたのみで、水産上有用種で
は全く検討されていない。しかし、このような外来遺伝子の挙動は1その
宿主染色体への組み込みの機構を理解するためぱかりでなく、外来遺伝子
の発現および次世代への遺伝を理解する上でも極めて重要である。そこで、
第3節ではニジマス受精卵に外来遺伝子をマイクロインジェクションし、
その後の外来遺伝子の挙動を各発生段階ごとに検討した。さらに、第4節
ではマイクロインジェクションより簡便な遺伝子導入技法を開発するため、
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コイ精子にエレクトロポーレーション処理を施し、その精子を通常のコイ
卵に媒精することにより遺伝子導入魚の作出を試みた。
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第1節　外来遺伝子注入ニジマス卵の初期生残
　本節では第1章で開発した方法により、ラウス肉腫ウイルス（以下RSVと
する）のロングターミナルリピート（以下LTRとする）に、大腸菌のクロ
ラムフ土ニコールアセチルトランスフェラーゼ（以下CATとする）遺伝子
を接続したRsvcAT、および同様にRsVのLTRにマグロ成長ホルモン（以下tG
Hとする）cDNAを接続したRSVtGHをニジマス卵にマイクロインジェクショ
ンし、その後の生残率について検討した。
材料と方法
プラスミドDNAの作製
1）pRSVCAT；図2－1に示したようにまずRc／RSV（lnvitrgen　Co＿Ltd，）を
Eco　T221（東洋紡績株式会社）、Pvu　II（東洋紡績株式会社）により消
化後、TBE　bufferを用いた0．7％低融点アガロースゲル（Sea　Plaque　GTG
Agarose；田C　Bioproducts　Co．，Ltd．）電気泳動により各断片を分画後、村
松ら（1988a）の方法により約2．7kbのRSVのLTRを含む断片を単離した。その
後DNAライゲーションキット（宝酒造株式会社）により、再びRSVのLTRを
含む断片を環状化し、大腸菌DH1株に村松ら（1988b）の方法によりトランス
フォーメーションした。得られたコロニーから、プラスミドをアルカリ法
（村松ら1988c）で抽出後、Pst　I（東洋紡績株式会社）により消化した。
その後、0．7％アガロースゲル電気泳動によりその分子量を確認すること
により、目的の約2．7kbのプラスミドを持つクローンを選択し、これを
pRSVとした。続いてこのプラスミドをHind　IH（東洋紡績株式会社）、
麺HI（東洋紡績株式会社）により2重消化した後、フェノール抽出、エ
一10一
タノール沈殿によりこの断片を精製した。さらにpSV2CAT（Gormanら
1982）をHind　II1、Bam　HIにより2重消化し、CAT遺伝子とシミアンバイラ
ス40（以下SV40とする）由来のスプライシングシグナル、およびポリA付
加シグナルを含む約L6kbの断片を同様の方法で単離した。この断片を前
述のpRSVのHind　IH、Bam　HIサイトにD酷ライゲーションキット（宝酒造株
式会社）を用いてライゲーション後、村松ら（1988b）の方法に従って大腸
菌DH1株にトランスフォーメーションした。その後、各コロニーからアル
カリ法（村松ら，1988c）によりプラスミドを単離し、Bam　HI消化後、電気
泳動法により約4．3kbのプラスミドを選択し、以後の大量調整に用いた。
2）pRsVtGH；図2－2に示したように、pBR322にクローニングされたtGHcDNA
（satoら1988）をNco　I（東洋紡績株式会社）およびPvu　Hによる2重消
化後、前述の方法で単離し、DNAブランティングキット（宝酒造株式会社）
により末端を平滑化した。pRsvはHind皿による消化後、同様に末端を平
滑化した。その後、前述の方法でtGHcDNA断片をpRsvにライゲーションし、
村松ら（1988b）の方法により大腸菌DH1にトランスフォーメーションした。
得られたコロニーよりアルカリ法（村松ら，1988c）でプラスミドを抽出し、
Eco　RI（東洋紡績株式会社）、Pst　Iによる2重消化により目的の方向に
tGHcDNAがクローニングされているクローンを選び、以後の大量調整に用
いた。’
注入DNAの調整
　pRSVCAT、pRSVtGHをトランスフォーメーションした大腸菌を200mlのLB
培地に植菌し、37℃で1晩大量培養を行った。その後、村松ら（1988d）の
プラスミドDNAの大量調整法（アルカリ法）によりプラスミドDNAを調整し
た。続いて、DNA溶液をTEにて750μ1に調整し、1250μ1の塩化セシウム溶
液（1．2mg／ml）、50μ1のエチジウムブロマイド溶液（1舳9／ml）と混合後、
ベックマン（株）の2mlクイックシールチューブ（No．344625）に密封し、
TLV100K（ベックマン株）のロータrを用いた密度勾配遠心（100000rpm、
16時間）により、プラスミドDNAを精製した。得られたプラスミドDRAは5M
11一
NaClで飽和させたn一ブタノールによりエチジウムブロマイドを除き、その
後TEに対して1晩透析を行うことにより、塩化セシウムを除去した。以後
マイクロインジェクションに用いるプラスミドの大量調整は、すべてこの
方法により行った。
　pRSVCATは、Nru　I（宝酒造株式会社）、Bam　HIにより2重消化を行った
後、2．05kbのRSVのLTR、CAT遺伝子、SV40由来のスプライシングシグナル
およびポリA付加配列を持つ断片を0．7％アガロースゲル電気泳動後、The
GE配CLEAN　Kit（Bio101Co．，Ltd．）により単離、精製し、10mM　Tris－HC1（
pH8．0），0．1mM　EDTA溶液に11．2ng／μ1となるよう溶解した（図2－3）。
　pRSVtGHも同様に、Nru　I、BamHIによる消化後、1．5kbのRSVのLTR、tGH
cDNAを含む断片を単離し、10醐Tris－HC1（pH8．0），0．1mM　EDTA溶液に8．2㎎、
および82ng／μ1となるように溶解した（図2－4）。
マイクロインジェクション
　東京水産大学大泉実験実習場において水温10℃で育成されたニジマス3
年魚のうち、良質の完熟卵 を持つ個体を選び採卵に用いた。一方、精液は
同2年魚より採取し、運動能の良好な精液のみを媒精に用いた。これらを
等調洗卵法により媒精し、LO認還元型グルタチオン溶液中で吸水させた
（吉崎ら，1989）。その後、同溶液で10℃にて2時間培養し、第1章で開発し
た方法を用いて、受精後5時聞までの間に、胚盤の中央部に2n1の各DNA溶
液をマイクロインジェクションした（2nlのDNA溶液中にRSVCATは107コピ
ー、RSVtGHは8．2ng／μ1のDNA溶液を用いた場合は107コピー、さらに、82
ng／μ1のDNA溶液を用いた場合には108コピーの外来遺伝子が含まれる）。
その後ユ0℃で培養し、受精率、初期生残率を求めた。
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結果
　受精率は、RSVCATを107コピーずつマイクロインジェクションした区（以
下RSVCAT107区）では、100％で、RSVtGHを107コピーずつマイクロインジ
ェクションした区（以下RsvtGH　lo7区）では98．3％、さらにRsVtGHを108
コピーずつマイクロインジェクションした区では100％と、どの区におい
ても非常に高い値であった（表2－1）。さらに、発眼率、艀化率、浮上率
はRsvcATlo7区では、各々対照区の96．3％、94．9％、95．9％、RsvtGHlo7
区では同様に93．9％、88．9％、92．2％と極めて高い生残率であったが、RS
VtGH　lo8区では同様に75．o％、66．4％、67．3％と、107区と比べ比較的低
い値であった（表2－1）。なお、浮上稚魚の外観および行動は、対照区とほ
ぼ同様で、その後も順調に成長した。
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考察
　本研究では107区で鰐化率は90％前後と、極めて高い値を示したが・108
区では鰐化率66．4％と、107区の値よりは低い値であった。第1章での還元
型グルタチオン処理では、このような初期生残率の低下は認められなかっ
た点を考慮すると、これらの初期生残率の低下は、明らかに外来遺伝子の
マイクロインジェクションによる影響と考えられる。本研究では、RSVCAT
107区では11．2ng／μ1のDNA溶液を用い、RSVtGH107区および108区では各々
8．2ng／μ1、82ng／μ1のDNA溶液を用いた。Hoganら（1986）はマウスの雄
性前核に、10ng／μ1以上のDNA溶液をマイクロインジェクションした場合、
胚の生残率が著しく低下することを確認している。さらに、Stuartら（
1988）はゼブラフィッシュの1細胞期の卵の胚盤に、15ng／μ1から300
ng／μ1までの各濃度のDNA溶液をマイクロインジェクションすると、10日
胚における生残率が43％から3％にまで減少することを示している・また
Penmanら（1990）も同様にニジマス卵の1細胞期の細胞質に106コピーから
108コピーの外来遺伝子をマイクロインジェクションした場合、106区では、
用いた2系統にオ3いて浮上期での生残率が12％、35％であるのに対して、
108区では各系統で5％、25％と低下したことを報告している。さらに、
Guyomardら（1989）は0．2ngのDNAをニジマスの受精卵にマイクロインジェ
クションした場合、対照区の60～80％の生残率であったのに対し、0．5ng
のDNAをマイクロインジェクションした場合、生残率は対照区の20％程度
であったと報告している。このように大量の外来遺伝子を細胞内にマイク
ロインジェクションすることは明らかに宿主の細胞に有害であり、今回の
実験でもこれらの報告を支持する結果が得られた。しかし、本研究では
108区においても購化率は66．4％、浮上率は64．3％と比較的高く、実用上
十分に使用可能な値であったため、両濃度における外来遺伝子の導入率を
踏まえた上で、マイクロインジェクションに用いるDNA溶液の適切な濃度
を検討する必要があると考えられる。
　しかし、従来の遺伝子導入魚の報告には、生残率がかなり低い例が多く、
多量の洲A溶液を（D酷溶液の濃度が低くても）マイクロインジェクション
一14一
した報告において、特に生残率が低かった。Dunhamら（1987）はチャンネ
ルキャットフィッシュの受精卵に、106コピーの外来遺伝子を含む20nlの
DNA溶液をマイクロインジェクションした結果、鱒化率は13％だったと報
告している。また、Rokkonesら（1989）は109コピーの外来遺伝子を含む
10n1のDNA溶液をニジマス受精卵にマイクロインジェクションし、30％の
卿化率を得ている。さらに、Zhangら（1990）は、コイ受精卵に106コピー
の外来遺伝子を含む20n1のDNA溶液をマイクロインジェクションし、受精
後4か月での生残率は37％だったと報告している。一方、Ozatoら（1986）
により開発されたメダカの卵母細胞の卵核胞にマイクロインジェクション
する方法では、DNA溶液の量、濃度ともに低いにもかかわらず、7日胚の生
残率が48％と低く、同様の方法を用いたlnoueら（1990）の報告において
も簿化率が37％と低い生残率しか得られていない。このように、本研究で
得られた生残率は、これらの報告に比べ極めて高かった。また、大西洋サ
ケ（Fletcherら1988）、およびティラピア（Bremら1989）で、購化率が80
％だったという報告があるが、これらはともに106コピーの外来遺伝子を
数“1に溶解し、受精卵にマイクロインジェクションしており、本研究のよ
うに多コピーの外来遺伝子を導入した場合に高生残率が得られた報告は非
常に少ない。これは還元型グルタチオン処理を施したニジマス卵を用いる
ことによって、非常にマイクロインジェクションが容易に、かつ正確に行
えたため、卵への物理的傷害が他の方法に比べ少なかったためではないか
と、思われる。また、供試卵の卵質が極めて重要な要因であると推測された
ため、親魚の選択は慎重に行う必要があると：思われる。
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第2節ニジマスにおける外来遺伝子の導入率および導入様式
　本節では第1章で開発したマイクロインジェクション法を用い、外来遺
伝子のニジマスヘの導入を試み、各区における外来遺伝子の導入率を検討
した。さらに宿主細胞内における外来遺伝子の存在様式および宿主染色体
への外来遺伝子の組み込みの有無を検討した。
材料と方法
マイクロインジェクションとサンプリング
　第1節と同様にRSVCATを107コピー、RSVtGHを107コピーおよび108コピー
ずつニジマス受精卵の1細胞期の細胞質にマイクロインジェクションした。
DNAの抽出には、RSVCAT注入区では受精後70日の稚魚10尾を正中線に沿っ
て左右に分け、右半分を用いた（なお、左半分は第4章においてタンパク
質の抽出に用いた）。一方、RSVtGH注入区では受精後60日の稚魚各17尾を
用いた。
D酷の抽出
　尾部筋肉50mgを採取し、750μ1のLysis　buffer中で磨砕した。その後、
PrGteinase　K（Boehringer　Co．，Ltd）溶液（10mg／ml）を35μ1加え、60℃で1
晩ゆるく旋回し、タンパク質を分解した。続いてTEフェノールで3回抽出
を行い、次に10mg／mlのRNase　Aを5μ1ずっ加え、RNAを分解した。次に、
フェノール抽出を1回行い、上清を10繭Tris（pH8．0）一〇．1mM　EDTA溶液に
対して4℃で1晩透析を行いDNAを精製した。その後、スポット法（勝木ら
1987a）によりD融の濃度を測定し、各10μg分を以後のサザンブロット解
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析に用いた。
サザンブロット解析1
　外来遺伝子の導入率の解析は、外来遺伝子断片を制限酵素で2か所で切
断して行った。この場合、外来遺伝子が個体内に存在すれば、これらの切
断点にはさまれた断片が必ず生じるため、外来遺伝子の存在様式によらず、
常に一定の分子量のシグナルが検出されることが期待される。本研究では
RsvcAT導入区ではHiad皿とHi駄c　H（東洋紡績株式会社）を用い（図2－3）
、RSVtGH導入区ではEco　RI（図2－4）を用いた。そこで各外来遺伝子をマ
イクロインジェクションした個体のDNA、およびネガティブコントロール
として通常のニジマスから抽出したDNAを前述の制限酵素で消化後、TBE
bufferを用いたLO％のアガロースゲル電気泳動を行い、Sambrookら（1988）
の方法によりナイロンメンブレン（Eybond　N，Amer曲am　Co．，Ltd）にブロ
ッティングした。なお、ポジティブコントロールにはニジマスの細胞内に
1、10、100コピーの外来遺伝子が存在した場合に相当すると考えられる量
のRSvcATとRsVtGRを、通常のニジマスDNAに混ぜて実験に供した。その後、
勝木ら（1987b）の方法によりプレハイブリダイゼーションを42℃で3時間、
ハイブリダイゼーションを42℃で16時間行った。なおプローブにはマイク
ロインジェクションに用いた各DKA断片をDeoxycytidine5㌧（α一32P）trip
hosphate，triethylammGΩiumsalt（3000ci／mmol）（Bresatec　Co．，Ltd．）を用
いRandomPrimedDNALabelingKit（UΩitedStatesBiochemicalCo．，
Ltd．）により標識した。メンブレンの洗浄は2×SSPEで室温にて15分、1×s
SPE、0．5％SDSで60℃にて15分、さらに0．2×SSPE、0．5％SDSで60℃にて15
分行い、その後オートラジオグラフィーを1～4日間行った。
　さらに、RSVCATマイ’クロインジェクション区でRSVCATの導入が確認され
た個体のDNAを用い、外来遺伝子の宿主細胞内における存在様式を解析し
た。そ．こで、RsvcAT内に1か所の切断点を持つHind　mでRsvcAT導入個体の
DNAを切断後、前述の方法でサザンブロット解析を行った。また、未消化
のDNAとRSVCAT内に切断点の存在しないPst　I消化DNAを同時に電気泳動後、
サザンブロット解析を行うことによって、RSVCATの宿主染色体中への組み
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込みの有無を検討した。
結果
　図2－5にRSVCATをマイクロインジェクションした卵より艀化した稚魚10
尾のDNAを用いて行ったサザンブロット解析の結果を示した。Hind　mと
Hinc　Hは各々RSVCAT内に1か所ずつの切断点をもつため（図2－3）、これ
らの酵素で2重消化すると、必ず約L5kbの断片が生じる。P1～100はニジ
マス1細胞当り1～100コピーのRSVCATが存在した場合に相当するポジティ
ブコントロールで、この1．5kbのシグナルが確認できた。さらに、供試魚
10検体中No1～6の6検体でも1．5kbのシグナルが認められ、通常のニジマス
より抽出したDNAを用いたネガティブコントロール（N）では全くシグナル
は認められなかったことから、これらの6検体では、RSVCATが導入されて
いることが明らかになった。さらに、これらのシグナルの強さをP1、P10、
P100と比較し、宿主のニジマス1細胞当りに導入されている外来遺伝子の
平均コピー数を推測した結果、齎o，6では約10コピー程度、Nos．2、3では数
コピー、No．4では1コピーで、Nos．1、5では1細胞当たり平均1コピー未満
しか存在しなかった。
　さらに、RSVtGHの107区の結果を図2－6に示した。図2－4に示したように
RSVtGHをEco　RIで消化すると1．25kbの断片が生じるが、このL25kbのシク
．ナルがNos。1，2，4，6，7，11，12，13，14，15，16，17の12検体で認められ、全体の
70．5％にRsvCATが導入できた。また、RSVtGHの108区でも同様に14以外の
すべての個体でRSVtGHの導入が確認でき、94．1％の高導入率であった（図
2－6）。このように、107区では、導入率は60％および70．5％であったが、
108区では94．1％と極めて高い値であった。
　またRSVCATの導入が確認できた6検体のDNAをHind　HI消化後に行ったサ
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ザンブロット解析の結果を図2－7に示した。Hind皿はRSVCAT内に1か所の
切断点を持つため、RSVCAT断片を単独でHind皿消化すると0．4kbとL65kb
の断片が生じる。PはRSVCATをHind皿消化後に泳動した区であるが、o．4
kbと1．65kbのシグナルが認められる。ところが、RSVCATがニジマス細胞内
でhead－to－headのコンカテマーを形成していると、Hind皿消化によりこ
れらの1．65kbと0。4kbの断片がつながった2．05kbの断片が生じる。さらに、
tail－to－tailのコンカテマーを形成した場合、1．65kbの断片が2本つなが
った3．3kbの断片が生じると考えられる（図2－7右）。図2－7の左に示した
ように、これらの6検体すべてで2．05kbと3．3kbのバンドが認められ、これ
らの検体でRSVCATは赴ead－to一七ail、およびtail－to－tailのコンカテマーを
形成して存在していることが示された。
　次に、外来遺伝子が宿主の染色体に組み込まれているかを確認するため、
前述の6検体のDNAを用い、未消化の状態とPst　Iで消化した状態のD酷を同
時に電気泳動し、サザンブロット解析を行った。Pst　IはRSVCATを切断し
ないため、図2－8の下に示したようにRSVCATのコンカテマーが宿主の染色
体に組み込まれなかった時は、未消化の場合もPst　I消化の場合もRSVCAT
のコンカテマー自身の大きさの断片が生じる。一方、RSVCATのコンカテマ
ーが宿主の染色体に組み込まれた場合、Pst　IはRSVCATが染色体に組み込
まれた位置の近傍の宿主染色体上に存在するPst　Iサイトで切断する。し
たがって、サザンブロット解析の結果、RSVCATのコンカテマーと、その近
傍のPst　Iサイトまでのニジマス染色体DNAの断片が連結した分子量のシグ
ナルが認められるはずである。しかし、未消化のDNAを用いた場合、その
シグナルは宿主の染色体と同じ、極めて高分子の位置にシグナルは認めら
れるはずで、そのシグナルはPst　I消化したサンプルより高分子側に位置
するはずである。本研究では1～6のすべての検体において、未消化DNAを
用いた場合のシグナルはPs七1消化した場合より高分子側に存在し、これ
らの検体内でRSVCATのコンカテマーが宿主の染色体中に組み込まれて存在
していることが判明した。
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考察
　本研究でのニジマスヘの外来遺伝子の導入率は、107区では60％および
70．5％で、108区では94．1％の高導入率であった。このように、還元型グ
ルタチオン処理を施したニジマス受精卵の1細胞期の細胞質に、外来遺伝
子をマイクロインジェクションすることにより、極めて効率良く遺伝子導
入魚を作出することができた。これは第1章で開発した方法により極めて
容易にマイクロインジェクションが行えたため、卵に物理的傷害を加える
ことが少なかった上、胚盤の中央部に正確に外来遺伝子を注入できたため
と考えられる。Palmiterら（1985）はマウスにおいて超らせん状の外来遺伝
子をマイクロインジェクションすると5．2％の導入率であったのに対し、
直鎖状の外来遺伝子を用いると、遺伝子導入率は25．5％にまで上昇したと
報告している。また、Chourroutら（1986）はニジマス卵へ環状の外来遺伝
子をマイクロインジェクションすると導入率は40％であったのに対し、直
鎖状の外来遺伝子を用いた場合、75％にまで遺伝子導入率が上昇したと述
べている。したがって、本研究でマイクロインジェクションに直鎖状の外
来遺伝子を用いた点も、導入率の向上に貢献していると考えられる。さら
に、外来遺伝子のマイクロインジェクション量が多い区で、特に外来遺伝
子導入率が高かったが、同様の傾向はGuyomardら（1989）、Penmanら（1990）
によっても確認されている。Guyomardら（1989）は0．2ngの外来遺伝子を
ニジマス受精卵の1細胞期の細胞質にマイクロインジェクションした結果
41．8％の個体に外来遺伝子が導入されたのに対し、0．5ngの外来遺伝子を
マイクロインジェクションした場合には、74。4％の個体に外来遺伝子を導
入できたと報告している。一方、Penmanら（1990）は106コピーの外来遺伝
子を、ニジマス受精卵の1細胞期の細胞質にマイクロインジェクションし
たところ、遺伝子導入魚は得られなかったのに対し、107コピーおよび108
コピーずつマイクロインジェクションした場合には、各々4％、18％の導
入率が得られたと報告している。さらに、106コピーの外来遺伝子を1細胞
期の卵の細胞質にマイクロインジェクションした場合、その導入率はチャ
ンネルキャットフィッシュで20％（DuΩhamら，1987）、ティラピアで6％
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（Bremら，1988）、大西洋サケで6．7％（Fletcherら，1988）、コイで5．5％（Z
hangら，1990）といずれも低い値であった。一方、Chourroutら（1986）、
Rokkonesら（1989）は、109コピーの外来遺伝子をニジマス受精卵にマイク
ロインジェクションした結果、ともに75％の導入率を得ている。このよう
に、遺伝子導入魚を作出する際には、多量の外来遺伝子をマイクロインジ
ェクションした方が導入率が高くなる傾向が認められている。しかし、第
1節で検討したように、マイクロインジェクションする外来遺伝子のコピ
ー数を増やすとそれに伴って生残率も低下した。そこで、外来遺伝子をマ
イクロインジェクションした卵数に対して、得られた遺伝子導入魚の割合
を艀化率×導入率により求めると、RSVtGH107区では83．6％×70。6％＝
59．0％、さらにRSVtGa108区では、66．4％×94．1％＝62．5％となり、同じ
導入遺伝子を用いた場合は、得られた遺伝子導入魚の総数はほぼ同じ尾数
であった。しかし、マイクロインジェクションした卵より生じた個体の中
から、サザンブロット解析などにより遺伝子導入個体を選別するには多大
な時聞、費用、および労力を必要とするため、通常の遺伝子導入魚を作出
するには108コピーの外来遺伝子をマイクロインジェクションした方が効
率がよいと考えられた。最近、外来遺伝子をマイクロインジェクションす
る時期が遺伝子導入率に影響を与えるとの報告もあり（Penmanら1990；
Hayatら1991）、今後これらの点も含めてより詳細に検討する必要がある
と思われる。
　外来遺伝子は、宿主染色体中にコンカテマーを形成して存在していたが、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／／
このようなコンカテマーは、マウス（CostantiniandLacy，1981）、ウニ
（McMaねonら，1985）、チャンネルキャットフィッシュ（Dunhamら，1987）
、ニジマス（Guyomardら，1989；Penmanら，1990）、ゼブラフィッシュ
（Stuartら，1988；Chong　and　Vieikind，1989）、メダカ（Chongand
Vielkiad，1989）、コイ（Zhangら，1990）などにおいても観察されてお
り、遺伝子導入動物では一般的に起き得る現象と考えられる。一般に、遺
伝子導入マウスを作出する際に、外来遺伝子は雄性前核にマイクロインジ
ェクションするのが一般的であるが（Hoganら，1986b）、この方法で作出
されたマウスでは外来遺伝子のほとんどは、head－to－tailのコンカテマー
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を形成する（Gordon　and　Ruddle，1985）。これはマイクロインジェクシ
ョン後、宿主細胞内で環状化された外来遺伝子が、既に染色体に組み込ま
れている外来遺伝子との間で、相同組み換えを繰り返すために生じるので
はないかと推測されている（Bishop　and　Smith，1989）。本研究でもhead－
to－tailのコ、ンカテマーは最も多く観察されたが、これもマウスと同様の
現象によるのではないかと考えられる。しかし本研究で確認されたtai1－
to－tailのコンカテマーは相同組み替えでは起き得ない構造である。外来
遺伝子の宿主染色体中への組み込み　の機構はほとんど明らかにされてい
ないが、マウスでは、外来遺伝子の組み込まれる位置はランダムであり、
通常染色体上の1か所で起きると考えられている（勝木ら，1987d）。したが
って、外来遺伝子が宿主の染色体に組み込まれた後に、再度、その近傍に
外来遺伝子が非相同組み換えにより組み込まれる確率は極めて低いと思わ
れる。そこで、このようなhead－to－tail以外のコ．ンカテマーは染色体中に
組み込まれる以前に連結し、その後染色体中に組み込まれたのではないか
と推測される。遺伝子導入魚は一般に、受精卵の細胞質に外来遺伝子をマ
イクロインジェクションすることにより作出されるため、染色体外で様々
なコンカテマーを形成する機会が、マウスに比べ多かったのではないかと
推測される。今後、遺伝子導入魚を安定して作出するためには、このよう
な外来遺伝子の宿主染色体への組み込みの機構を明らかにする必要がある
と考えられる。
一22一
第3節外来遺伝子のニジマス初期胚における挙動
　ニジマス受精卵1細胞期の細胞質に外来遺伝子をマイクロインジェクシ
ョンすることにより、宿主の染色体に外来遺伝子を組み込むことができた
が、その組み込みの機構を解明することは、外来遺伝子の次世代への伝達、
さらに発現機構を理解する上でも重要である。そこで、マイクロインジェ
クション後の外来遺伝子の宿主細胞内における挙動を明らかにするため、
pSV2CATおよびRSVCATをマイクロインジェクションしたニジマス卵に含ま
れる外来遺伝子の量を32細胞期、桑実胚期、胞胚期、嚢胚期、神経胚期、
12日胚期、発眼期、艀化稚魚において定量した。
材料と方法
　Pvu　H、　Bam　HIによる2重消化によりベクターを除去したpSV2CAT（図2－
9）およびRSVCAT（図2－3）を、107コピーずつ第1節と同様の方法で、ニジ
マス受精卵の1細胞期の細胞質にマイクロインジェクションした。その後、
10℃で培養し、受精後20～22時間（32細胞期）、30～32時間（桑実胚期）、
3日（胞胚期）、5日（嚢胚期）、7日（神経胚期）、12日（12日胚期）、
20日（発眼）、32日（艀化）に各10粒ずつサンプリングし、DNAを抽出後、
サザンブロット解析に用いた。なお、DNAの抽出およびサザンブロット解
析は第2節と：同様の方法を用いて行った。なお、両区ともHind皿、
Hinc　Hによる2重消化後、電気泳動に供した。DNAはpSV2CATをマイクロイ
ンジェクションした区では32細胞期で1ng、桑実胚で8ng、胞胚で0．8μg、
嚢胚で2．8μg、神経胚で4．9μg、12日胚以降では10μgずつ用いた己
RSVCATをマイクロインジェクションした区では神経胚までは順に1ng、8㎎、
0．8μg、7。8μg、8．3μgづつ用い12日胚以降は10μgずつ用いた。その後、
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得られたオートラジオグラフィーの各シグナルの強さをデンシトメーター
で定量し、各シグナル中の外来遺伝子の量を求めた。
結果
　図2－9に宿主の全DNA10μgあたりの外来遺伝子の量をグラフで示した。
宿主細胞内における全洲A量は大幅には変化しないと考えられるため、こ
の値は宿主の1細胞当たりに含まれる外来遺伝子の概量と考えることがで
きる。本研究では約20pgの外来遺伝子を1細胞期卵の細胞質にマイクロイ
ンジェクションしたが、この1細胞期の細胞中に含まれる核DNAの量は約5．
6pgと：推測されている（Borutraeger　and　Stuttgard，1974）。したがって、
マイクロインジェクションされた外来遺伝子の量を、宿主のDNA10μg当た
りの量に換算すると、20pg×10μg／5．6pg＝36μgということになる。・こ
のように1細胞期の細胞質にマイクロインジェクションされた36μg相当の
外来遺伝子は、32細胞期にはpSV2CATで3．6μgにまで、さらに、RSVCATで
は530ngまで減少し、その後も12日胚まで徐々に滅少した。また、12日胚
以降は極めて少量の外来遺伝子のみがほぼ安定して残存した。
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考察
　1細胞期の細胞質にマイクロインジェクションされた外来遺伝子は、細
胞分裂が進むにつれ、その細胞内における濃度は減少した。しかし、導入
された外来遺伝子36μg（宿主DNA10μg当たり）が増幅すること無く32個
の細胞に分配されると、各細胞に存在すると考えられる外来遺伝子量は36
÷32＝L125μgと推測される。しかし、pSV2CAT導入区では、32細胞期の
胚に存在した外来遺伝子の量は3．6μgずつと：、明らかに1．125μgより大き
く、これらの細胞内で外来遺伝子が増幅されたことが示唆された。このよ
うな外来遺伝子の増幅は線虫（Stinchcombら，1985）；ウニ（恥Mahonら，
1985）；Xenopus（Rusconiら，1981）；ゼブラフィッシュ（Stuartら，
1988）；メダカ（Chong　and　Vielkind，1989）においても報告されている。
さらに、12日胚以降外来遺伝子の量は安定したが、これはこのステージよ
り以前に、宿主の染色体に組み込まれていない外来遺伝子がほとんど分解
され、染色体に組み込まれた外来遺伝子のみが安定な状態で残存したので
はないかと推測される。Stuartら（1988）；Chong　and　Vielkind（1989）はゼ
ブラフィッシュおよびメダカにおいて、1細胞期の細胞質にマイクロイン
ジェクションされた外来遺伝子の胚体当たりの量は胞胚および嚢胚までに
約10倍増幅ざれると報告している。しかし、この問に細胞数は数千倍に分
裂すると考えられるため（Kimmelら1980）、1細胞当りの外来遺伝子の量は
逆に減少していることになる。このように、宿主細胞内に導入された外来
遺伝子は徐々に増幅するが、その速度は細胞分裂による外来遺伝子の希釈』
より遅く、結果として1細胞当たりの外来遺伝子量は減少した。さらに、
これらの外来遺伝子は12日胚前後にはすでに宿主の染色体に組み込まれて
おり、染色体外に存在した外来遺伝子は、この時期までにはほとんど分解
すると考えられた。
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第4節コイ精子へのエレクトロポーレーションによる外来遺伝子の導入
　第1章で開発したマイクロインジェクション法により、効率よく遺伝子
導入魚を作ることができたが、この方法は短時間に作出できる個体数が限
られる上、熟練を要する。そこで、一度に多数の個体を処理でき、特別な
技術を必要とせず、さらに多くの魚種への応用が可能な精子へのエレクト
ロポーレーションによる遺伝子導入法の開発を試みた。これは、細胞に電
気パルスを加えることによって生じた一過性の細胞膜の穴から、DNA溶液
が細胞内に流入することにより細胞内に外来遺伝子を導入する方法である。
そこでまず、加えるパルス幅が精子の運動能に与える影響を検討し、これ
らのデータをもとに実際にDNA溶液中で精子にパルスを加えた後、卵に媒
精することにより得られた個体の初期生残率、および外来遺伝子導入率に
ついて検討した。
材料と方法
供試精子
　東京水産大学吉田実験実習場の屋外池で飼育されたコイより採精し、水
で希釈’後、直ちに顕微鏡下で運動能を確認し、隆島（1982a）の方法によ
り1／1＋＋＋の精子のみを以後の実験に用いた。
プラスミドDNA
　Gormanら（1982a）により作出されたpSV2CATを環状のまま2μg／mlとなる
ように淡水魚用リンゲル液（Yammoto，1939）に溶解し、この液で精液を
10倍に希釈してパルス処理に供した。
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エレクトロポーレーション処理
　電気パルス発生器は、島津製作所（株）のSSH－1を用い、チャンバーは
同FTC－13を用いた。一般に、細胞の膜破壊に必要な電界強度は2×細胞膜．
闇印加電圧／3×細胞半径で求められる。そこで、細胞膜印加電圧には一
般に用いられている1を、さらに、細胞半径にはコイ精子の頭部の半径で
ある1．2μm（Kudo，1980）をこの式に代入すると：、電界強度・＝5．5KV／cmと
なる。しかし本研究で用いたパルス発生器の最大値が3．5KV／cmであるため、
この値で以後の実験を行った。そこでまずパルス幅が淡水魚用リンゲル液
で希釈したコイ精子の運動能に与える影響を検討するため、4尾の雄親魚
由来の精子希釈液に200、300、400および500μ秒のパルス幅の矩形波を1
回加え、その後の精子の運動能を隆島（1982）の方法により解析した。さ
らに、得られたデータをもとにpSV2CAT溶液中で精子にパルスを加え、通
常のコイ卵に媒精後、その受精率、および卿化率を調べた。
供試卵
　東京水産大学吉田実験実習場の屋外池で飼育されたコイから、カニュレ
ーションにより卵母細胞を摘出し、卵黄蓄積が十分に進んだ個体を親魚に
用いた。これらの親魚の体重1kg当たり、ハクレン脳下垂体10mgを腹腔内
に投与した後、約22℃で蓄養した。その後、経時的に排卵の有無を確認し、
排卵した卵は直ちに受精した。
D酷解析
　DNAは受精後60～100日の稚魚の尾部筋肉より第2節と同様の方法で抽出
した。サザンブロット解析は、Pst　I消化DNAを用い、プローブにはBam　HI
消化により直鎖化したpSV2CAT全長を用いた。なお、他の条件は第2節と：全
く同じ方法で行った。
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結果
　表2－2に各親魚由来の精子の運動能に及ぼすパルス幅の影響を示した。
一般にパルス幅は大きい程、細胞膜破壊は大きく、外来遺伝子の導入率は
上昇する。しかし、それに伴い細胞へのダメージも大きくなるため、細胞
の生残率も低下する。本研究で用いた4区の精子のうちNos．2、3のように
500μ秒のパルスを加えるとほとんど運動しない区も存在したが、Nos．1、
4のように40ん60％の精子が運動する区も存在し、親魚により大きな個体
差があった。なお、運動精子の運動形態は全ての区で＋＋＋で運動時間も
1分以上であった。したがって、以後の実験には電界強度3．5KV／cmでパル
ス幅500μ秒のパルスを加え、運動精子の割合が50％以上の親魚の精液の
みを選んで用いた。
　次に、pSV2CATを溶解した淡水魚用リンゲル液で希釈した精子に前述の
パルスを加え、卵4056粒に媒精した結果、受精率は50．5％、卿化率は
24．65％で、各々対照区の78．4％、64．7％に相当する値であった。
　さらに、119検体より抽出したD甑を用いて、サザンブロット解析を行っ
た結果、図2－11に示した14検体で外来遺伝子の存在が確認された。しかし、
ポジティブコントロールと同様4050bpのシグナルが認められたのはNos．9、
10のみで、他の検体ではシグナルの分子量が一定ではなかった。これは環
状のpSV2CATが任意の位置で切断された後他のpSV2CATと接続し、コンカテ
マーを形成したためではないかと考えられる。
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考察
　本研究において、DNA溶液中でパルスを加えた精子を卵に媒精すること
により、遺伝子を個体に導入できることが示された。本法はマイクロイン
ジェクション法に比べ、大量の個体を短時問に処理でき、特別な技術を必
要としないといった利点があり、今後マイクロインジェクションにかわる
外来遺伝子導入の新しい技法として、魚類のみならず、他の動物において
も極めて有効な方法になると期待される。Inoueら（1990）はメダカの受精
卵にエレクトロポーレーション処理を行い、外来遺伝子を導入することに
成功しているが、導入率は4％と本研究より低い値であった。さらに、チ
ャンバー内に入れることのできる卵の数は限られるうえ、浮性卵や粘着卵、
さらにはサケ科魚類の卵のように大型の卵にはパルス処理が困難である。
しかし、精子へのエレクトロポーレーション法はこのような問題もなく、
極めて応用価値の高い方法と期待される。本研究で得られた遺伝子導入率
は、マイクロインジェクション法と比べると低い値であったが、今後、電
界強度、パルス回数、精子懸濁液の組成、DNA濃度など種々の条件を詳細
に検討していくことにより改善できると期待される。
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第3章　遺伝子導入魚における外来遺伝子の次世代への伝達
　第2章では、マイクロインジェクション法およびエレクトロポーレーシ
ョン法により魚類個体に外来遺伝子を導入できることを示したが、マイク
ロインジェクション法は大量の卵を短期間に処理することができない上、
熟練を要する。エレクトロポーレーション法によりこれらの問題は解決で
きたものの、導入率が低いという問題が残っている。しかし、いずれの方
法も処理個体の中から外来遺伝子導入個体をサザンブロット解析や
polymerase　c赴ain　reaction法（以下PCR法とする）等の繁雑で費用のかか
る方法により、選別する必要がある。そこで、外来遺伝子を相同染色体上
にホモに持つ個体を作出すれば、これらの個体と通常の個体を交配するだ
けで、得られたすべてのF1でヘテロに外来遺伝子を持つトランスジェニッ
ク種苗を、容易に作出できることができると期待される。しかし、遺伝子
導入魚における外来遺伝子の次世代への伝達が報告された例は少なく、ゼ
ブラフィッシュ（Stuartら，1988；1990；Culpら，1991）、ニジマス（
Guyomardら，1988）、メダカ（lnoueら，1990）、コイ（Z赴angら，1990）で報
告されているのみである。そこで第3章では、全トランスジェニック種苗
を作出するための基礎的研究として、マイクロインジェクション法により
コイα一グロビン遺伝子No．4（以下CαG4とする）（Nobutaら，1991）を導
入したニジマスをモデルに用い、そのF1およびF2を、作出し、CαG4の子孫
への伝達様式を検討した。
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第1節遺伝子導入ニジマス精子における外来遺伝子の存在
　本節では、まずCαG4をマイクロインジェクションしたニジマス卵より
生じた遺伝子導入魚より精液を採取し、得られた精子における外来遺伝子
の存在をサザンブロット解析およびPCR法により確認した。
材料と方法
採精
　用いた親魚は第2章で開発した方法によりCαG4をマイクロインジェクシ
ョンした個体を用いた（Yoshizakiら，1991）。　受精後10～12か月に電子
タグ（ldentification　Devices　Inc．）を腹腔内に挿入することにより個体
識別をした後、各個体よりアブラビレを採取し、第2章第2節と同様の方
法で抽出したDNAを用いてサザンブロット解析を行い、CαG4の導入の有無
を確認した。CαG4の導入が確認された個体のうち、排精している雄より
採精し、以後の解析に用いた。
DNA解析
　精子からのDNAの抽出は第2章第2節の方法と同様の方法で行った。．なお、
PCR法に用いるDNAは透析後、エタノール沈殿を行ってから実験に供した。
　PCR法には1μgのDNAを用い、プライマーには第1エキソンの上流部19mer
と第3エキソンの下流部19merを合成して用いた。なお、これらのプライマ
ーに挟まれた領域の長さは0．73kbで、もし検体内にCαG4が存在すれば
PCR法により、この0．73kbの断片が増幅されるはずである（図3－1）。反応は
1μ醜の各プライマー、200μ樋の各dNTP、2．5unitsの1迦DNAポリメラーゼ
（Perkin　Eimer　Cetus　Co．，Ltd．）を含む100μ1のPCR　buffer中で行った。
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こ燕らのサンプルを94℃で60秒間処理することによりDNAを1本鎖にした
後、55℃で60秒問処理し、プライマーをアニールさせた。続いてポリメラ
ーゼによる相補鎖合成を72℃で90秒間行った。なおこの一連の反応をサー
マルシークエンサー（岩城硝子株）を用いて30サイクル行った（Saikiら，
1985）。反応終了後、TBE　bufferを用いた0．7％アガロースゲルを担体と
し、各反応液5μ1ずつを用い電気泳動を行い、増幅の有無を確認した。
　サザンブロヅト解析は制限酵素未消化のDNAを用いて第2章第2節と同様
の方法で行った。
結果
　受精後10～12か月の164個体を解析した結果、約39％に相当する64個体
にCαG4の存在が認められた。これらの個体のうち雄4尾（個体番号2F6C，
260D，3151，4141）が受精後約1年で成熟した（図3－2）。得られた精子は、
運動形態はすべて＋＋＋で、運動精子の割合は90％以上、さらに運動時闇
もすべての区で1分以上と通常個体と同様の良好な運動能を有した。さら
に、PCR法による解析の結果、4尾由来の精子のDNAを用いた区すべてでポ
ジティブコントロールと同様、0．73kbの断片が増幅された。さらに、通常
のニジマスDNAを用いたネガティブコントロールでは全く増幅が認められ
なかったため、明らかにCαG4がこれらの精子中に存在することが示唆さ
れた（図3－3）。次に、これらのCαG4が精子の染色体に組み込まれている
ことを確認するため、・未消化D甑を用いたサザンブロット解析を行った。
図3－4にその結果を示したが、4尾すべてのDNAを用いた区で染色体DNAと同
じ高分子の位置にシグナルが認められ、これらの精子内でCαG4は染色体
中に組み込まれて存在していることが示唆された。
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考察
　本研究で、ニジマス受精卵の1細胞期の細胞質に、外来遺伝子をマイク
ロインジェクションすることによって導入さ、れた外来遺伝子が、少なくと
も～部の精子の中に．も分配され、さらに外来遺伝子が精子の染色体中に組
み込まれて存在していることが示唆された。また、運動能も良好であった
ため、通常の受精で大量の遺伝子導入魚が作出できると考えられた。
第2節ニジマスに導入した外来遺伝子のF1およびF2への伝達
　第1節で外来遺伝子が精子の染色体中に組み込まれ、かつそれらの精子
は良好な運動能を示したことを確認したが、本節ではこれらの精子を通常
のニジマスより搾出した卵に媒精することによりF1を作出した。その後、
F1の受精率、初期生残率を調べるとともに1外来遺伝子の伝達率およびF1
における外来遺伝子の存在様式を解析した。さらに、得られたF1のうち外
来遺伝子の存在が確認され、かつ成熟した雄個体より精子を採取し、通常
の卵に媒精してF2を作出した。次に、これらの個体の受精率、初期生残率
および外来遺伝子の伝達率を解析した。
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材料と方法
　第1節で得た4尾のCαG4導入個体由来の精子を通常のニジマス3年魚より
得られた卵に媒精し、その後10℃で培養した。これらの卵の受精率、初期
生残率を解析するとともに、第2章第2節の方法により受精後30日の稚魚
各区30尾全胚体からDNAを抽出した。このDNA1μg分をエタノール沈殿後、
第1節の方法によりPCR法で解析した。さらに、CαG4の伝達が確認された
個体については未消化のDNA、およびPst　I消化DNAを用いて第2章第2節と
同様の方法でサザンブロット解析を行い、F1体内におけるCαG4の存在様
式を解析した。
　また、次世代への伝達が確認された系統については、受精後17か月のF1
20尾のアブラビレよりDNAを抽出し、第2章第2節と同様の方法によりサザ
ンブロット解析を行った。得られたF1のうちCαG4が存在した個体は、そ
の後個体識別をして飼育し、F2作製の親魚に用いた。なお、F2の作製はF1
作製と同様に行った。得られたF2に関しては、F1と：同様に受精率、初期生
残率、CαG4の伝達率を調べた。サザンブロット解析は受精後60日の個体
の尾部筋肉よr抽出した約25μgの洲Aを用い、Pst　I消化後に行った。
結果
　第1節で解析した4尾由来の精子を、通常のニジマス卵に媒精した後の受
精率、および初期生残率を表3－1に示した。受精率96．7～100％、発眼率
84。7～91．7％、艀化率68．3～82．0％、浮上率51．3～71．9％と、どのステー
ジでも比較的良好な生残率が得られた。さらに、浮上した稚魚は外観およ
び行動はは正常でその後も順調に成長した。次に、PCR法によりCαG4の伝
達の有無を確認した結果、2F6C、260D、4141由来の各30尾より抽出した
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DNAを用いた区では、全く増幅は認められず、CαGの存在は確認できなか
った。一方、3151由来の30尾のうち、7尾（Nos．1，12，16，21，24，28，29）にお
いてポジティブコントロール（CαG4を鋳型に用いた）と同じ0．73kbの断
片が増幅され、これらの7尾にCαG4が伝達したことが示された（図3－5）。
　さらに、これらの7尾由来の未消化DNAを用いてサザンブロット解析を行
ったところ、すべてのサンプルでシグナルは23．1kb以上の高分子の位置に
認められ（図3－6）、CαG4はF1の細胞内で染色体中に組み込まれて存在し
ていることが示唆された。
　次に、CαG4内に1ヵ所しか切断点の存在しないPst　Iによりこれら7検体
のD酷を消化後、サザンブロット解析を行った（図3－7）。なお、図中のFは
雄親である3151のDNAを用いた区である。CαG4がhead－to－tailのコンカテ
マーを形成した場合、Pst　I消化により2．2kbの断片が、さらにhead－to－
headおよびtail－to－tailのコンカテマーを形成した場合、3．1kbおよび1．4
kbの断片が生じる（図3－7下）。図3－7上に示したように、16には3．1、2．2、
1．4kbすべてのシグナルが認められ、CαG4がhead－to一血ead、head－to－tai1、
tail－to－tailの3種類のコンカテマーを形成していることが示唆された。
しかし、他のサンプルでは3．1kbと1．4kbシグナルしか認められず、head－
to－tai1とtai1－to－tailの2種のコンカテマーを形成していると推測された。
さらに、16と他の個体では、明らかにシグナルの強さも異なっていた。
　また、受精後17か月の3151のF1のアブラビレより抽出したDNAを用いて
行ったサザンブロット解析の結果、20尾中7尾にCαG4の伝達が確認された。
さらに、これらの内、head－to－tailおよびtail－to－tailのコンカテマーを
形成したCαG4を持つ雄1尾が受精後約2年で排精したので、この精子を通
常のニジマス卵に媒精し、F2を作出した。表3－2にこれらF2の受精率、お
よび初期生残率をまとめた。Cは通常のニジマスの精子を用いた対照区だ
が、F2もこの対照区と：ほぼ同様の良好な生残率を示した。
　これらのF2のDNAを用いて行ったサザンブロット解析の結果、13検体中6
検体（約46％）で2．2kbとL4kbのシグナルが認められ（図3－8）、CαG4が
F2にも伝達し、F2細胞内でhead－to－tailおよびtail－to－tailのコンカテマ
ーを形成していることが判明した。
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考察
　本研究で、ニジマス受精卵の1細胞期の細胞質にマイクロインジェクシ
ョンされた外来遺伝子は、通常の交配により一部の次世代へ伝達し、さら
にF2へは約50％の確率で伝達することが示された。通常、外来遺伝子が第
1卵割前に宿主の染色体に組み込まれた場合、それらは細胞分裂にともな
って、宿主染色体とともに複製後、すべての細胞に分配されるはずである。
これらの細胞に存在する外来遺伝子は、通常、相同染色体の片側にのみ組
み込まれているため、減数分裂により約50％の配偶子に外来遺伝子が伝達
し、生じた珊の約50％に外来遺伝子は伝達すると推測される。しかし、4
尾の親魚のうち、3尾の親魚の精子には外来遺伝子が存在していたものの、
F1では外来遺伝子を検出できなかった。これは、これら3尾の精液に含ま
れていた精子のうち」外来遺伝子を持つ精子は極めて小数で、他のほとん
どの精子は外来遺伝子を持たなかったため、今回調べたF1各30尾中では外
来遺伝子を検出できなかったのではないかと考えられる。このような外来
遺伝子のモザイク状の組み込みは、1細胞期にマイクロインジェクション
された外来遺伝子が、すぐには宿主の染色体中に組み込まれずに、染色体
外に遊離した状態で存在し、何度かの卵割の後に一部の割球の染色体に組
み込まれたために起きたのではないかと推測される（図3－9）。このよう
に、一部の遺伝子導入個体の次世代で外来遺伝子が検出されなかったとい
う報告はゼブラフィッシュ（Stuar七ら，1988；Culpら，1991）でも報告さ
れており、外来遺伝子が組み込まれた染色体を持つ細胞が極端に少なかっ
たためこのような現象はもたらされたのではないかと述べている。
　3151のF1には外来遺伝子が伝達したが、その伝達率は23．3％と明らかに
50％より低い値であった。したがって、3151体内においても外来遺伝子を
持つ細胞と持たない細胞が混在しており、2F6C、260D、4141と同様に、マ
イクロインジェクションされた外来遺伝子は、数回の卵割の後で染色体に
組み込まれたと考えられた。しかし、その組み込みの時期は他の系統より
速い時期であったため、外来遺伝子を持つ細胞の頻度が比較的高く、次世
代への伝達率も高かったと考えられる。また、3151のF1には外来遺伝子が
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head－to－tailおよびtail－to－tailのコンカテマーを形成して組み込まれて
いる個体（図3－7，No．16以外）とhead－to－head、bead－to－tailおよびtail－
to－tailのコンカテマーを形成している個体（図3－7，No．16）の2種類が存
在した。これは先程と同様、1細胞期にマイクロインジェクションされた
外来遺伝子が数回の卵割の後に、Nos．1、12、21、24、28、29が生じた卵
に受精した精子の起源である割球の染色体に組み込まれ、さらに何度かの
卵割の後にNo．16の様なhead－to－head、head－to－tail、tail－to－tailのコ
ンカテマーを形成した状態で別の割球（No．16が生じた卵に受精した精子
の起源である割球）の染色体に組み込まれたと推測される（図3－10）。こ
のような外来遺伝子の低頻度での次世代への伝達は、ゼブラフィッシュ
（Stuartら．1988；Culpら，1991）、ニジマス（Guyomardら，1989）、コ
イ（Zhangら，1990）、Xenopus（Etkinら，1984）でも観察されている。また
1細胞期に外来遺伝子が染色体に組み込まれ、理論通りに50％のF1に外来
遺伝子が伝達したと：いう報告は魚類では存在しない。しかし、遺伝子導入
マウスにおいてはほとんどが1細胞期の染色体に外来遺伝子は組み込まれ、
モザイク状に組み込まれる例は稀である（Palmiter　and　Brinster・1986）。
これらの違いは、魚類やXenopusでは外来遺伝子を受精卵の細胞質にマイ
クロインジェクションするのに対し、マウスでは受精卵の雄性前核にマイ
クロインジェクションするため、マウスの方が外来遺伝子を早く染色体に
取り込みやすいどいう解釈もできる。しかし、Ozatoら（1986）はメダカの
卵母細胞の卵核胞に外来遺伝子をマイクロインジェクションし竜その後in
si加ハイブリダイゼーション法により外来遺伝子を検出した結果、細胞
レベルでモザイク状に外来遺伝子が分布していたと報告している。また、
第2章第3節でニジマス受精卵の細胞質にマイクロインジェクションされ
た外来遺伝子が初期発生中に宿主細胞内で増幅したと述べたが、このよう
な現象は線虫（Stinchcombら，1985）、ウニ（Mcm蝕onら，1985）、
Xenopus（Rusconiら，1981）、ゼブラフィッシュ（Stuartら，1988）、メ
ダカ（Chong　and　Vielkind，1989）においても報告されている。一方、マ
ウスにおいてはそのような増幅は極めて稀であると報告されている（Chen
ら，1986，Wirakら，’1985）。このような点から、マウスの1細胞期の染色
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体へ外来遺伝子の組み込みが起きなかった場合、卵割に伴い細胞内におけ
る外来遺伝子の濃度が急激に減少すると予測される。したがって、1細胞
期に組み込みが起きなかった個体では、それ以後に外来遺伝子が染色体へ
組み込まれる確率は極めて低いと考えられる。逆に魚類では初期発生の過
程において外来遺伝子が一定の割合で増幅されるため、卵割による細胞内
の外来遺伝子濃度の減少がマウスに比べると遅く、比較的高濃度に保たれ
る。したがって、発生がしばらく進んだ後でも外来遺伝子が染色体に組み
込まれる確率が高いのではないかと推測される。しかし、外来遺伝子が魚
類の1細胞期の染色体に組み込まれにくい理由は全く解明されておらず、
今後、外来遺伝子の宿主への組み込みの機構を理解することにより、解決
されるのではないかと期待される。
　F2への外来遺伝子の伝達率は約50％であったが、同様の結果はゼブラフ
ィッシュ（Culpら，1991）、メダカ（lnoueら，1990）においても観察され
ており、魚類においても一度宿主の染色体に組み込まれた外来遺伝子は、
メンデルの法則と同様の遺伝様式を示すと考えられた。
　このように、一度宿主の染色体に組み込まれた外来遺伝子は安定して次
世代へ伝達したことから、宿主染色体の同じ位置に外来遺伝子を持つF1を
両親魚としてF2を作出すれば、25％の確率で外来遺伝子をホモにもつ個体
が得られることが期待される。さらに、このホモ個体を親魚に用いれば通
常の個体と交配するのみで、全個体に外来遺伝子をヘテロに持つ種苗を容
易に作出できると考えられる。さらに、入為雌性発生などにより外来遺伝
子をホモ化すれば、より早く同様の親魚を作出できると考えられる。
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第4章　遺伝子導入魚における外来遺伝子の発現
　遺伝子導入魚に有用形質を付加するためには導入した外来遺伝子が転写、
翻訳され、生理活性を持った目的のタンパク質を個体内で産生させる必要
がある。しかし、魚類の遺伝子発現機構はほとんど解明されていない上、
クローニングされている遺伝子も多くはない。通常、遺伝子の発現にはプ
ロモーター、エンハンサーなどを含む遺伝子発現調節領域の機能が重要で
あるが、魚類においてこのような研究はほとんど行われておらず、ニジマ
スのメタロチオネインB（Zafarullahら，1988，1989）、oceanpout，
Wolffish，winter　flounderおよびsea　ravenの抗凍結タンパク質（GQngら，
1991）およびコイのβ一アクチン（Liu，1990b）のcis－actingD酷配列の同
定が試みられているのみである。また遺伝子導入魚における外来遺伝子発
現の報告も多くはなく、メダカ（Ozatoら，1986；Inoueら，1989；硫ong
and　Vielkind，19891Tamiyaら，1990；Winklerら，1991）、大西洋サケ（
McEvoyら，1988；Rokkonesら，1989）、ニジマス（Rokkonesら，1989）、コ
イ（Zhangら，1990）、ゼブラフィッシュ（Stuartら，1990；Liuら，1990a）な
どで報告されているのみである。このように、外来遺伝子の発現の研究は
主に実験動物としでのメダカやゼブラフィッシュにおいて行われており、
水産上有用種での研究は余り進んでいない。そこで、本章ではニジマスに
おける有効な遺伝子発現調節配列を開発するための基礎的研究として、ニ
ジマスに導入したクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（以
下CAT）遺伝子の発現について検討した。また前述の報告のうちメダカ（
Ozatoら，1986；Inoueら，1989；Chong　and　Vielkind，1989；Tamiyaら，
1990；Winklerら，1991）、大西洋サケ、ニジマス（Rokkonesら，1989）、ゼ
ブラフィッシュ（Liuら，1990a）における報告は外来遺伝子の発現を艀化以
前あるいは艀化直後にのみ検出しており、成体における発現はゼブラフィ
ッシュ（Stuartら，1990）およびコイ（Zhangら，1990）で報告されている
のみである。さらに第3章で遺伝子導入魚を親魚に用いて次世代を作出す
ること：の有効性を示したが、次世代に伝達した外来遺伝子の発現はゼブラ
フィッシュで1例報告されているのみである（Stuartら，1990）。しかし、
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育種あるいは実験動物として遺伝子導入魚を利用することを考えると初期
胚のみでなく成体および次世代においても安定して外来遺伝子を発現させ
得るシステムの開発が必要不可欠である。そこで、これらの問題を解決し、、
あらゆる発生段階で安定して外来遺伝子を発現させ得るシステムを開発す
るため、まず第1節でニジマスにRSVCAT（図2－1）およびpSV2CAT（Gormanら，
1982a）を導入し、その初期胚における発現量の変化を解析した。続いて、
第2節で受精後70日の稚魚におけるRSVCATの発現を、さらに第3節で次世代
におけるRSVCATの発現について解析した。
　なお、ラウス肉腫ウイルス（以下RSV）のロングターミナルリピート（以
下LTR）は、ニワトリ、および種々の哺乳類（Gormanら，1982b）、
Xipho加orus、コイ（Friedenreich　and　Schartl，1990）およびニジマス
（houeら，1990）の培養細胞で強いプロモーター活性が認められており、
シミアンウイルス40の発現調節領域は哺乳類の種々の組織由来の培養細胞
中でプロモーター活性が認められている（Gormanら，1982a）。また、CAT
とはクロラムフェニコールをアセチル化する酵素で、この遺伝子を細胞に
導入後、細胞中のCAT活性を測定することにより容易に外来遺伝子の発現
量を定量できる。さらに、この酵素は真核生物には存在しないため、哺乳
類では幅広く用いられているレポーター遺伝子である（村松ら，1988e）。
　最後に、第4節で種々のプロモーター（狭義にはRNAポリメラーゼの結合
領域を意味するが、本節では遺伝子の上流域において発現促進領域として
機能するDNA配列のことを示すこととする）活性をニジマス胚において測
定し、ニジマスにおける有効なプロモーターの探索を行った。
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第1節ニジマスに導入したCAT遺伝子の初期胚における発現
　魚類に導入された外来遺伝子の発現は、艀化以前の胚における一過性の
発現の報告がほとんどである。そこで、本節では外来遺伝子の初期胚にお
ける発現量の変動を明らかにするため、ニジマスにRSVCATおよびpSV2CAT
を導入後、初期発生過程におけるCAT活性の変化を測定し、第2章第3節で
解析し花外来遺伝子のニジマス初期胚における挙動と併せて考寮した。
材料と方法
マイクロイセジェクションとサンプリング
　Pvu　II、　Bam　HIの2重消化によりベクター配列を除去したpSV2CAT（図2－
9）、およびRSVCAT（図2－3）を107コピーずつ、第2章第1節と同様の方法
でニジマス受精卵のユ細胞期の細胞質にマイクロインジェクションした。
その後10℃で培養し、受精後20～22時間（32細胞期）、’30～32時間（桑実
胚期）、3日（胞胚期）、5日（嚢胚期）、7日（神経胚期）、12日（12日
胚期）、20日（発眼）、32日（艀化）に各10粒づっサンプリングし、卵黄
を除去した後、各10粒をまとめてタンパク質の抽出に用いた。
タンパク質の抽出
　各サンプルにニジマス用等調液を加え、良く撹絆した後、3000rpmで10
分間遠心分離した。その後、上清を除去し、卵黄内容物をできるだけ取り
除いた。その後0．25M　Tris（pH7．5）を150μ1ずっ加え、ポリプロピレン製
のマイクロホモジナイザーにより組織を磨砕した。さらに、凍結融解法
（Ausubelら，1987）により細胞内タンパク質を抽出し、その濃度を
Protein　assay　kit（Bio－Rad　Co．，Ltd．）により測定した。なお、以後のCAT
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assayには400μgのタンパク質を含む細胞抽出液を用いた。
CAT　assay
　細胞抽出液をo．25M　Tris（pH7．5）で150μ1に調整し、これに4μ1の14c一
クロラムフェニコール（925KBq／ml）（Amersham　Co．，Ltd．）、20μ1の4m醒アセ
チルコエンザイムA（Sigma　Inc．）を加え、37℃で2時間保温した。その後、
再度20μ1のアセチルコエンザイムAを加え、37℃で1晩保温した。続いて、
反応液中のアセチル化クロラムフェニコールおよびクロラムフェニコール
を600μ1の酢酸エチルで抽出後、減圧下で乾燥させた。これを再度15μ1
の酢酸エチルで溶解し、クロロホルムーメタノール（95：5）を用い、薄層ク
ロマトグラフィーで展開した。その後、イメージングアナライザー（
β一gen　Co．，Ltd．）により、各スポットに含まれるアイソトープ量を定量し、
CAT活性を求めた。
結果
　RSVCAT導入区での発現は、桑実胚まで全く検出されなかったが、胞胚期
において転換率89％の高レベルの発現が認められた。その後、嚢胚期で転
換率92％、神経胚期で89％、12日胚で76％、発眼期で87％と高レベルの発
現量で推移したが、艀化稚魚では転換率21％と減少した（図4－1）。一方、
pSV2CATを導入した区でもRSVCAT導入区と同様、桑実胚期までは全く発現
は認められなかった。さらに、胞胚期でも転換率は0．3％、嚢胚期で2．6％、
神経胚期で1．2％、12日胚期で3．9％、発眼期で2．6％、鰐化稚魚で1．G％と
RSVCATと比べると低い値で推移した。　（図4－1）。
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考察
　図4－1に示したように、RSVCAT、pSV2CATともに桑実胚期以前では全く発
現しなかった。Chong　and　Vielkind（1989）はメダカにおいても胞胚前期
以前では、外来遺伝子が全く発現しなかったと報告している。さらに、
国ewport　and　Kirschner（1982a）はXenopusの内在性の遺伝子が胞胚中期に
なって初めて転写を開始することを示し、これをmidblastula　transition
（以下冊丁とする）と呼んだ。さらに、外来遺伝子をXenopusに導入した際
も、MBT以降にしか発現しないことを報告している（Newport　and
Kirschner，1982b）。この現象は受精卵中に遺伝子の発現を阻害するDNA
結合因子が存在し、MBT以前ではこの因子が全てのDNAの発現を抑制してい
ると考えられている。しかし、卵割により洲Aの量が急激に増幅され、逆
にDNA結合因子は希釈されるため、MBTにはその因子が結合しきれないPNA
が現われ、その後その割合も増すため、発現が認められるようになると説
明している（Newportand　Kirschner，1982b）。したがって、このような
現象が魚類胚においても起きている可能性もあると推測される。また、花
岡ら（1992）は、広い範囲の動物組織で発現する、ウイルス遺伝子のプロモ
ーターは、未分化な細胞では活性が低いと述べている。したがって、この
ような理由で、桑実胚期以前の未分化な状態の細胞で発現が低かった可能
性もあると思われる。
　また、本実験では調べたすべての発生段階においてpSV2CATよりも
RSVCATのほうが発現量が多かったが、コイ上皮性EPq細胞においてもRSVの
遺伝子発現調節領域の方が、pSV2CATのそれよりも7倍近い活性をもってい
ることが示されており（Liuら，1990a）、RSVの遺伝子発現調節領域が魚類
においても有効であると考えられた。
　さらに、本研究で示した外来遺伝子の発現量の変化が、導入された外来
遺伝子の量により支配されているのか、あるいは発生段階ごとの発現制御
をうけた結果なのかを明らかにするため、第2章第3節で解析したRSVCAT、
pSV2CAT導入ニジマス卵における、外来遺伝子量の変化を今回得られた結
果と併せて示した（図4－2，3）。その結果RSVCATでは遺伝子量が12日胚まで
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減少を続けるのに対し、発現量は胞胚期から発眼期の間で高レ尽ルを保っ
た。また、pSV2CATもDNA量が受精後12日胚期まで減少を続けるのに対し、
発現量は12日胚まで増加を続け、その後減少した。このように、外来遺伝
子の宿主細胞内における量とその発現量の相関はほとんど認められず、
RSVCATおよびpSV2CATのニジマス初期胚における発現はそれぞれの発生段
階ごとにに制御を受けていると推測された。また、第2章第3節で12日胚
以前に減少する外来遺伝子は、宿主の染色体に組み込まれいない可能性が
高いことを述べたが、これらの時期の発現量は染色体外の外来遺伝子が産
生したタンパク質も含めた値であると考えられ、今後外来遺伝子の存在状
態とその発現の関係も解析する必要があると思われる。
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第2節ニジマスに導入したCAT遺伝子の稚魚における発現
　外来遺伝子が宿主の染色体に組み込まれた状態で発現することは、遺伝
子導入魚を育種や実験動物として利用していくうえで極めて重要なことで
あると考えられる。すなわち、宿主の染色体外に存在している外来遺伝子
がある時期で発現しても外来遺伝子が崩壊していくのにつれ、発現量も減
少していくため目的の形質を宿主に安定して付加することができない。し
かし、外来遺伝子が宿主の染色体中に組み込まれて発現したという報告は
ゼブラフィツシュ（Stuartら，1990）およびコィ（Z益angら，1990）で1例
ずつあるのみで、サケ科魚類では全く報告がない。そこで、本節では
RSVCATをマイクロインジェクションしたニジマスを用い、受精後70日目の
発現を、染色体中への組み込みとともに解析した。
材料と方法
　107コピーのRSVCAT（図2－3）を第2章第1節で述べた方法により、ニジ
マス受精卵1細胞期の細胞質にマイクロインジェクションした。これらの
卵を10℃で飼育し、受精後70日に10尾をサンプリングした。各個体を正中
線に沿って左右に分け、左半分全体を用いてタンパク質の抽出を行づた
（なお、右半分は、第2章第2節においてDNAの解析に用いた）。タンパク
質の抽出およびCAT　assayは、前節と同様の方法により行った。
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結果
　図4－4にCAT　asssayの結果を示した。Pは組織抽出液の代わりにクロラ
ムフェニコールアセチルトランスフェラーゼを2．8units加えたポジティブ
コントロールで、最下段のクロラムフェニコールのスポットに加え、移動
度の大きい2っのアセチル化されたクロラムフェニコールのスポットが確
認された。一方、Nは通常のニジマスの組織抽出液を用いたネガティブコ
ントロールでアセチル化されたクロラムフェニコールのスポットは全く認
められていない。さらに、No．1～贋o．10のサンプル中ではNo．8を除いてす
べての個体でアセチル化されたクロラムフェニコールのスポットが確認さ
れ、RSVCATがこれらの個体で発現していることが示された。
考察
　本研究で、受精後70日目のニジマス稚魚10検体中9検体でRSVCATの発現
が確認された。これらのうち、1～6の個体ではRSVCATが宿主の染色体中に
組み込まれて存在していることを既に確認しているが（第名章第2節）、
No．7～10の個体ではRSVCATの存在は確認できなかった。したがって、少な
くと：も1～6の6検体では、RSVCATが宿主の染色体中に組み込まれた状態で
発現していること：が明らかになった。サケ科魚類での外来遺伝子の発現
は大西洋サケ（McEvoyら，1988；Rokkonesら，1989）、およびニジマス（
Rokkonesら，1989；Inoueら，1991）において報告されているが、McEvoy
ら（1988）は外来遺伝子の存在についてはドットブロットハイブリダイゼー
ションによって確認しているのみで、宿主染色体への組み込みは確認して
いない。さらに、Inoueら（1990）は7日胚と艀化稚魚において外来遺伝子の
発現を確認しているが宿主染色体への外来遺伝子の組み込みは検討してい
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ない。また、Rokkonesら（1989）はヒト成長ホルモン遺伝子を大西洋サケお
よびニジマスに導入し、4日胚においてのみ成長ホルモンを検出している
が、この時期の個体では外来遺伝子の宿主染色体への組み込みを検討して
いない。以上のように、これらの報告は宿主染色体外の外来遺伝子の一過
性の発現を検出している可能性が極めて大きいと考えられる。魚類におい
て染色体中に組み込まれた外来遺伝子が発現したという報告はゼブラフィ
ッシュにpUSVCAT，pSVeRSVCATを導入した例（Stuartら，1990）と、コイに
pRSVrtGHcDNAを導入した例（Zhangら，1990）のみであり、これらの報告で
用いられた遺伝子は全てRSVのLTR配列が用いられている。本研究では、サ
ケ科魚類では初めて外来遺伝子の宿主染色体中での発現を示したが、今回
用いたRSVのLTRは魚類においても高等動物と同様、外来遺伝子のプロモー
ターとして極めて有効であることが判明した。
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第3節ニジマスに導入したCAT遺伝子の次世代における発現
　個体に導入した外来遺伝子の一部が次世代へ伝達することは、既に第3
章で述べたが、遺伝子導入魚の子孫において有用形質を維持し続けるため
には、外来遺伝子が次世代においても安定して発現する必要がある。そこ
で、本節ではRSVCATを導入したニジマスの次世代におけるRSVCATの発現の
有無を検討した。
材料と方法
　前節と同様の方法でRSVCATをマイクロインジェクションしたニジマス
を10℃で飼育し、満1年で成熟した20尾の雄を親魚に用いた。卵は第3章と
同様、通常のニジマス3年魚より採取し、媒精は等調洗卵法により行った。
得られたF1を受精後60日目に各親魚にっき20尾づっサンプリングし、第4
章第1節と同様の方法でタンパク質を抽出し、CAT　assayを行った。
一48一
結果
　CAT　assayを行った400検体のうち、親魚No．16と親魚No．18由来のF1各1
尾ずつでRSVCATの発現が認められた。図4－5に発現の認められた2検体の結
果を示したが、通常のニジマスより抽出したタンパク質を用いた各ネガテ
ィブコントロール（N）では全くアセチル化されたクロラムフェニコール
は検出できなかったのに対し、左側に示したF1由来のタンパク質を用いた
区では明らかにポジティブコントロールと同様のアセチル化されたクロラ
ムフェニコールが確認でき、RSVCATが発現していることが示された。
考察
　本研究で、ニジマスに導入したRSVCATがそのF1にも伝達し、さらにF1体
内で発現したことが示された。以上の結果から、RSVのLTRをプロモーター、
エンハンサーとし、SV40のスプライシングシグナルおよびポリA付加シグ
ナルをターミネーターに用いたシステムがニジマス体内で安定して外来遺
伝子を発現させるために有効なシステムである・ことが示唆された。また、
RSVのLTRはコイ（Zhangら．1990）、ゼブラフィッシュ（Stuartら，1990）に
おいても、次世代で機能しているため、幅広い種類の魚類において有効な
発現調節領域なのではないかと：考えられる。また、400尾のF1のうち、発
現が認められたのはわずか2尾であったが、第3章第2節では4尾の親魚中1
尾由来のF1では、その23％の個体に外来遺伝子が伝達した。したがって、
これら400尾の中には外来遺伝子が伝達しているにもかかわらず発現して
いない個体もかなり含まれるのではないかと推測される。Gordon　and
Ruddle（1985）はマウス個体に導入された外来遺伝子は、宿主の染色体に組
み込まれた位置によりその発現量が異なると述べている。したがって、外
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来遺伝子の発現が抑制されるような染色体上の位置に組み込まれた外来遺
伝子は、発現しないこともあると考えられる。逆に、発現が認められた2
検体で外来遺伝子の発現を促進するような染色体上の位置に組み込まれた
と考えることもできるが、今後詳細に検討する必要があろう。
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第4節ニジマスにおける外来遺伝子発現のための有用プロモーター
　　　の開発
　魚類において有効なプロモーターの開発は極めて遅れているのが現状で
あり、現在までのところ、遺伝子導入魚において活惟が認められているプ
ロモーターは、第4章第1～3節で述べたSV40、RSVのほかニワトリδ一クリ
スタリン（Ozatoら，1986；Inoueら，1989）、マウスメタロチオネイン1
（McEvoyら，1988；Rokkonesら，1989）、ヒト熱ショックタンパク70、コイ
β一アクチン（Liuら，1ggo）、ヘルペス単純ウイルスチミジンキナーゼ、
ヒトサイトメガロウイルス、ヒトメタロチオ’ネインIIA、Xiphophorusの金
属応答領域（Winklerら，1991）、が報告されている。しかしこれらのプロ
モーターのほとんどはメダカとゼブラフィッシュを用いて解析された物で、
水産上有用種での解析例は非常に少ない。そこで本研究ではニジマスにお
けるRSV、SV40、pSRα、およびニジマスのメタロチオネインB遺伝子（以
下MTとする）のプロモーター領域をCAT遺伝子に接続し、その発現量を定
量化することにより、これらのプロモーター活性を比較した。
材料と方法
　RSVCATは第2章第1節で作製したDNA断片を用い、SV40由来のプロモータ
ーを用いた物としては、Gormanら（1982a）により作製されたpSV2CATを用い
た。またTakebeら（1988）によって作製された、SV40の初期プロモーターと
ヒト丁細胞白血病ウイルス1のLTRを接続したSRαプロモーターをCAT遺伝子
の上流に接続したpSRαCATも用いた。さらに、ニジマスMTのプロモーター
は、Zafarullah（1988）により報告された塩基配列を元にPCR法により増幅
したDNA断片を用いた。すなわち図4－6に示したように一182～一200領域と
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＋48～＋67領域をプライマーとして第3章第1節と同様の方法でPCR法による
増幅を行った。その後増幅された断片をFba　I（宝酒造株式会社）とHind
IH（東洋紡績株式会社）による2重消化後、Bam　HI（東洋紡績株式会社）
およびHind　HIにより2重消化したpuc119に、村松ら（1988b）の方法により
クローニングした。続いてこのクローンをS臓1（東洋紡績株式会社）お
よびHindIHで2重消化後、第2章第1節と同様の方法で図丁断片のみを単離し
た。また、RSVCATのRSV領域をNru　Iおよびaind皿消化により同様の方法
で取り除き、そこに前述の置断片をクローニングした。なお、目的のクロ
ーンの選択には第2章第1節と同様の方法でアルカリ法（村松ら，1988c）
後、HiRd　mでプラスミドを消化し、目的の分子量の物を選択した。さら
に、第2章第1節の方法で各プラスミドを大量調整後、pSRαCATはBam　HI
で直鎖化し、齪CATはSac　IとPst　Iで2重消化によりベクター配列を除去し
た。その後、すべてのDNAを107コピー／2nlとなるように10mM　Tris（pH8．o）
0．1m醒EDTAに溶解し、マイクロインジェクションに用いた。
　マイクロインジェクションは第2章第1節と同様の方法で行い、ニジマ
ス受精卵の1細胞期の細胞質に、107コピーの外来遺伝子をマイクロインジ
ェクションした。受精後15日、30日に各区10尾ずっサンプリングし、第4
章第1節と同様の方法で卵黄を除去後、タンパク質の抽出およびC訂
assayを行った。なお、MTCAT導入区では、サンプリングの直前に100μMの
ZnC12またはMnC12溶液に卵を6時間浸漬した区も設けた。
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結果
　各区のCAT活性を図4－7に示したが、15日胚ではMTCAT導入区で転換率
0．04％、pSV2CATが0．05％とほとんど発現していなかったのに対し、
RSVCAT導入区では20．79％、pSRαCAT導入区では39．31％と高い発現を示し
た。さらに、受精後30日胚では、MTCAT導入区での転換率が0．28％、
pSV2CAT導入区では0．09％と：15日胚と同様に低レベルの発現しか見られな
かったが、RSVCAT導入区で3．02％、pSRαCAT導入区では4．19％と比較的高
い値が得られた。このように、pSRαCATは両発生段階において最も発現量
が多かった。なお、溝CAT導入区では、亜鉛、銅による誘導にも反応しな
かった。
考察
　本研究では、高等動物において効果が報告されているウイルス由来の3
種のプロモーターのニジマスにおける活性を比較したが、これらの中では
pSRαが最も活性が高く、次いでRSVの活性が高かった。pSRαのプロモー
ター活性を魚類細胞または魚類個体内で検討した報告は今まで全く存在し
ないが、今回の研究で、従来魚類で有効なプロモーターと考えられていた
RSVより強い活性が認められた点から、かなり効果のあるプロモーターと
考えられる。今後RSVと同様、ニジマス個体の種々の発生段階および種々
の条件下での発現量の変化を解析し、その機能を明らかにする必要がある
と思われる。
　また置のプロモーター活性は非常に弱かった。本研究ではPCR法で増幅
した断片を用いたが、Taqポリメラーゼは約400塩基に1か所2本鎖合成を
間違えると報告されているため（Saiki，1989）、このような人為的な変
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異がプロモーター内に導入されてしまい、本来のプロモーター活性を不さ
なかった可能性もあると考えられる。今後より長い上流域を持っクローン
をクローニングし、塩基配列を確認した後に、同様の実験を行いそのプロ
モーター活性を解析する必要があろう。
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第5章　魚類グロビン遺伝子発現調節機構の解明
　第4章では高等動物を宿主とするウイルス由来のプロモーターが、ニジ
マス体内で外来遺伝子発現促進活性を持つこと：を示したが・より高レベル
の発現、および時期、組織特異的発現を期待した場合、魚類自身の遺伝子
あるいは魚類を宿主とするウイルス遺伝子由来のプロモーターを利用する
ことが望まれる。ーそのためには、まずこれらのプロモーターの作用機序を
明らかにする必要があると思われる。近年、コイβ一アクチンのプロモー
ターが外来遺伝子の発現を強く促進することがゼブラフィッシュ（Liuら，
1990）、ノーザンパイク（Grossら，1992）、ティラピア（Rahmanら，1992）
で明らかになっている。さらに、Gceanpout，wolffisb，winterflounder，
sea　ravenの抗凍結タンパク質のプロモーターがメダカで（Gongら，1991）、
ocean　poutの抗凍結タンパク質のプロモーターが大西洋サケで（Gongら，
1992）強い発現促進活性を持っことが認められている。このように魚類の
遺伝子由来のプロモーター配列が外来遺伝子を効果的に発現させ得ること
が示されつつあるが、組織特異性、および時期特異性に関する報告は見当　　’
たらない。そこで本章では魚類のヘモグロビン遺伝子をモデルにし、その
発現の機構を明らかにするための基礎的研究を行った。
　ヘモグロビンは脊椎動物では赤血球および造血組織で特異的に存在し、
哺乳類、ニワトリ、両性類等では各発生段階ごとに異なったグロビン鎖よ
り構成されるヘモグロビン分子が産生されていることが知られている（帯
刀と井川，1981）。さらに、魚類においてもシロザケ（Hashimoto　and
Matsuura，1960）、ギンザケ、ベニザケ（Vanstoneら，1964）、大西洋サ
ケ（Westman，1970；Haskimotoら，1960）、ブラウントラウト（％shimoto
ら，1960）、カワマス、ニジマス（Yamanakaら，1967）、ヒラメ（鍼iwa
and　Iaui，1991）で成長にともなってグロビンタンパクの電気泳動像が変
化することが報告されている。さらにluchi（1973）はニジマスにおいて購
化稚魚と成魚ではヘモグロビンのアミノ酸組成および酸素結合能が異なる
ことを報告している。このようにグロビン遺伝子は組織および時期特異的
に発現しており、魚類の遺伝子発現調節機構を解明する上で良い材料にな
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ると考えられる。
　そこで、第1節では、コイα一グロビン遺伝子をニジマスに導入し、その
発現の有無を検討し、さらに、第2節ではニジマス初期胚に．おけるコイα一
グロビン遺伝子の5’上流域のプロモーター活性を調べ、その組織およぴ時
期特異性を検討した。また、第3節では魚類グロビン遺伝子クローニング
のための基礎研究としてコイ成体で発現しているβ一グロビンcD猷のクロ
ーニングを行った。
第1節ニジマスに導入したコイα一グロビン遺伝子の発現
　魚類個体に魚類自身の遺伝子を導入した報告は、大西洋サケにwin七er
flounderの抗凍結タンパク質の遺伝子を導入した報告のみである（
Fletcherら，1988）。しかし、魚類体内で外来遺伝子の発現が正確に制御
され、然るべく時期および組織で発現させるためには魚類自身め遺伝子を
用いる必要があると考えられる。さらに、コイのように低酸素環境に強い
魚種のヘモグロビンは、酸素解離曲線の立ち上がりが急で、低い酸素分圧
で一定の酸素飽和度に達するのに対し、ニジマスのように酸素の豊富な環
境に生息する魚種のヘモグロビンは、酸素解離曲線の立ち上がりがなだら
かで一定の酸素飽和度に達するのに高い酸素分圧を要する（板沢，、1977）。
したがって、コイのヘモグロビンをニジマス体内で産生させれば、コイの
低酸素耐性をニジマスに導入することも可能になると期待される。そこで、
本節ではこれらの研究の基礎的知見を得るため、コイα一グロビン遺伝子
をニジマスに導入し、宿主血球中でのコイα一グロビン遺伝子の発現をノ
ーザンブロット解析により調べた。
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材料と方法
マイクロインジェクションとサンプリンク
　コイα一グロビン遺伝子4（以下CαG4）　（Nobutaら，1992）は、Bam　HI、
Hind　mによる2重消化後、第2章第1節と同様の方法により、約2．2kbの断
片を単離した。この断片は約1．1kbの5’上流域、2っのイントロンおよび約
300bpの3’下流域を含む断片である。またコイα一グロビン遺伝子5、6、7
（以下各々cαG5、cαG6、cαG7とした。）もそれぞれEco　RI、服nd皿に
よる2重消化後、同様に約L8kbの断片を単離した。これらの断片には約26
0bpの5’上流域と2つのイントロン、さらに約550bpの下流域を持つ断片で
ある（図5－1）。これらのDKA断片を第2章第1節と同様の方法により、107
コピーずつニジマス受精卵の細胞質にマイクロインジェクションした。そ
の後10℃で飼育し、受精後20か月に各区15個体の全血球よりRNAを抽出し
た。
RNAの単離
　血液80μ1にニジマス用等調液を約1ml加え、良く撹絆後、3000rpmで15
分間、遠心分離する1 とにより血球の沈殿を得た。その後250μ1のRNA
extraction　buffer中に再懸濁した後、等量のProteinase　digestion
bufferを加え、直ちにボルテックスミキサーで激しく混和した。その後、
サンプルの粘性が無くなるまで25Gのシリンジにサンプルを出し入れし、D
NAを物理的に分解した。続いてproteinase　Kを終濃度200μg／mlになるよ
う加え37℃で30分聞処理し、タンパク質を分解した。その後フェノールー
クロロホルムで抽出し、エタノール沈殿により核酸を回収した。続いてDN
ase　I（宝酒造株式会社）を終濃度200μg／mlとなるように加え37℃で1時間
処理し、DNAを分解した。さらに、再度フェノールークロロホルムで抽出し、
エタノール沈殿によりRNAを回収後、吸光度を測定し濃度を算出した。
ノーザンブロット解析
　20μgの全RNAを4．5μ1のTE（pR7．6）に溶解後、5×RNA用泳動緩衝液2．0
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μ1、ホルムアルデヒド3．5μ1、ホルムアミド10．0μ1をそれぞれ加え、55
℃で15分間処理し、RNAの2次構造を除去した。その後1．0％ホルムアルデ
ヒドゲルを用い電気泳動を行い、ゲルを水洗後、20×SSCに20分間浸し、
キャピラリー法（村松ら，1988f）によりRNAをナィロン膜（ハィボンドK，ア
マシャム株）にブロッティングした。ハイブリダィゼーションは勝木ら
（1987c）の方法により行った。プローブにはコイα一グロビンcDNA（
Takeskitaら，1984）全長を用い、メンブレンの洗浄は2×SSPEで室温に
て15分、1×SSPE、0．5％SDSで65℃にて15分、さらに0．1×SSPE、0・5％SDS
で65℃にて15分行い、その後オートラジオグラフィーを2日間行づた。
結果と考察
　図5－2に示したように、コイ血球RNMμg用いた区（P）では強いシグナ
ルが認められたのに対し、CαG導入個体60尾（各区15尾）の血球由来の烈
Aを用いた区では、ネガティブコントロールと同様の弱いシグナルしか認
められなかった。これはニジマスの内在性のα一グロビン憾酷にハイブリ
ダイズしたシグナルで、検体中に外来遺伝子由来のRNAは存在しないか、
あるいは存在しても非常に微量かのどちらかだと考えられる・
　このように、発現が検出できなかった理由として、第1に今回用いた
CαG断片に、発現を促進するエンハンサー領域が含まれていなかったこと
が考えられる。実際、Tuanら（1985）；Forresterら（1986）はヒトのβ一グロ
ビン遺伝子においで強力なエンハンサーはβ一グロビンの開始コドンより
約50kb上流に存在する事を報告している。さらに、遺伝子導入マウスにお
いて、この領域をヒトβ一グロビン遺伝子のすぐ上流に接続することによ
り、その発現を強力に促進し（Curtinら，1989）、時期特異的な発現も促
進することが報告されている（Eaverら，1989）。すなわち、今回用いた
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CαG4は上流域が約1．1kb、CαG5、6、7では約260bpの上流域が含まれてい
るが、この領域には前述のエンハンサーが含まれていなかったのではない
かと考えられる。
　グロビン遺伝子は時期特異的に発現することは既に述べたが、コイにお
けるCαG4、5」6、7の発現時期は全く同定されていない。したがって、第
2の理由と：して、CαG4、5、6、7の本来の発現時期が成魚ではないため、
今回調べた成魚の血球中にはCαG4のmRNAが検出できなかったという可能
性もある。哺乳動物のグロビン遺伝子は、胚および胎児期にそれぞれ独自
の遺伝子が働き、その後は成体型のグロビン遺伝子が発現する（服巻，
1987）。したがって、魚類においてもこのような発生の極めて初期爾段階
に、グロビン遺伝子のスイッチングが起きている可能性が高いと考えうれ
る。実際、IucM（1973）はニジマスにおいて購化稚魚と：成魚では、ヘモグ
ロビンのアミノ酸組成および酸素結合能が異なることを報告している。さ
らに、シロザケ（Hashimoto　and盟atsuura，1960）、ギンザケ、ベニザケ
（Vanstoneら．1964）、大西洋サケ（Westmaq，1970；Hashimotoら，1960）
、ブラウントラウト（Hashimotoら，1960）、カワマス、ニジマス（
Yamanakaら，1967）では年齢によってヘモグロビンの泳動像が変化したと
報告している。特に、ギンザケ、ベニザケではスモルト化がヘモグロビン
の電気泳動像に影響があると報告されており（Vanstoneら，1964）、ヒラメ
では変態にともなってヘモグロビンの電気泳動像が変化することが明らか
になっている（Miwa　and　Inui，1991）。さらに、キンギョでは飼育水温
により同様の変化が見られると報告されている（Houstonand　Rupert，197
6）。したがって、今回用いたヘモグロビンは、ある特殊な環境下でのみ発
現するタイプであった可能性もあり、それゆえに発現を検出できなかった
とも考えられる。
　このように、魚類のヘモグロビンの組成は発生段階および環境により異
なるため、これらの変化を分子レベルで解決することが必要だと考えられ
る。また、これらヘモグロビンの遺伝子発現調節機構を解明することは、
環境と遺伝子の発現調節を理解するうえで非常に興味深い問題だと考えら
れる。
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第2節ニジマスにおけるコイα一グロビン遺伝子5’上流域の機能．
　第1節においてCαGがニジマス成体で発現しなかったことを述べ、エン
ハンサーの欠如および本来の発現時期の違いをその理由として挙げたが、
これらの点を明らかにするためには、微量の発現を検出でき、かつ初期胚
のように少量のサンプルからも、・外来遺伝子由来のタンパク質を検出でき
るシステムが必要である。そこで、本節ではニジマス初期胚におけるCαG
の発現を解析するため、CαG3、4、5、6、7の上流域をCAT遺伝子の上流に
接続したCαGCATを作出しニジマスに導入後、その初期胚における発現をC
ATassayにより検出した。
材料と方法
プラスミドの作製
　CαG3、5、6、7はMbo　Iにより、さらにCαG4はAlu　Iにより消化後、第2
章第1節の方法で5’上流域を単離した。その後CαG3、5、6、7に関しては、
末端をDNAブランティングキット（宝酒造株式会社）により平滑化後、DNA
ライゲーションキット（宝酒造株式会社）を用い、
puc118のHinc　Hサイトにライゲーションし、村松ら（1988b）の方法により
大腸菌DH1株を形質転換した。これらの中から目的の配列を持つコロニー
を第2章第1節と同様に、アルカリ法（村松ら，1988c）、電気泳動法によ
り選別した。さらにS隠1、Hi慮皿による2重消化後、再度、CαG5’上
流域を含む断片を第2章第1節の方法で単離した。一方、pRSVCATを麺1、
堕d　IHにより2重消化し、RS靴TR領域を同様に除去後、これらのサイトに
前述のCαG5’上流域をD酷ライゲーションキット（宝酒造株式会社）を用
いライゲーションした。これらをDHlに形質転換後（村松ら，1988b）、アル
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カリ法（村松ら，1988c）、電気泳動法により目的のクローンを単離した（図
5－3）。さらにこれらのプラスミドは第2章第1節の方法により大量培養後、
Bam　HI消化により、それぞれのCαGCAT断片をベクター配列から単離した。
マイクロインジェクションとサンプリング
　CαG3CATを11．5ng／μ1、CαG4CATは13ng／μ1、さらにCαG5、6・7CATを
9．5ng／μ1になるように10mMTris（pH8．0），0．1mMEDTA溶液に溶解し、各々
のDNA断片を107コピーずつ含む2nlのDNA溶液をニジマス受精卵の1細胞期
の細胞質にマイクロインジェクションした。サンプリングは受精後10日、
20日、30日、45日、60日に行った。各ステージごとに全胚体を10尾ずつサ
ンプリングし、発現の認められた実験区に関しては、10日胚では頭部、中
闇細胞群を含む躯幹部、尾部の筋肉および卵黄嚢をそれぞれ10尾よりサン
プリングした。20日胚、30日胚では10日胚と：同じ組織に加え、尾柄部切断
により採取した血球も採取した。さらに、45日胚および60日胚では頭部、
血球、尾部、・肝臓、脾臓、消化管、および腎臓を含む躯幹部を採取した。
タンパク質の抽出とCAT　assay
　各サンプルから第4章第1節と同様の方法によりタンパク質を抽出し、
各400μg分のタンパク質（400μg未満のタンパク質しか抽出できなかった
場合は全量を用いた）を含む組織抽出液を用いCAT　assayを行った。さら
に、オートラジオグラフィーにより得られたスポットを薄層板からかきと
り、シンチレーターカクテル（Packard，Co．，Ltd．）に溶解し、液体シン
チレーションカウンター（Tri－carb1600TR，PackardCo．，Ltd．）により
各スポット中に含まれるアイソトープ量を測定した。なお、400μ9未満の
タンパク質しか抽出できなかった組織では、400μ9当たりのCAτ活性に計
算し直した結果を示した。
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結果
　5、’6、7CATは本実験で調べたすべてのステージにおいて、ほとんど発現
は認められなかった。3CATは、10日胚でアセチル化率13．72％と比較的高
い値が認められたが、その後アセチル化率は徐々に減少し、45日胚以後で
はほとんど発現は認められなかった。また、4CATは、10日胚でアセチル化
率19．14％と高い値を示し、その後20日胚、30日胚でも各14．24％、16．86
％と高レベルの発現が続いた。しかし、45日胚、60日胚では0。78％、真．56
％と極めて少量の発現が認められたのみであった（図5－4）。
　次に3CATの各ステージにおける各組織ごとの発現量にっいて検討した結
果、10日胚では頭部、躯幹部、尾部では各々1．98％、0．78％、2．56％と低
アセチル化率を示したのに対し、卵黄嚢では13．72％と特異的に高い発現
が認められた（図5－5）。続いて、20日胚では頭部で1．85％、躯幹部で
0．92％、尾部で0．74％、卵黄嚢で1．52％と極めて低い発現しか認められな
かったのに対し、血球で5．7％と比較的高い値が得られた（図5［6）。さら
に、30日胚についても同様に血球でのみ5．1％のアセチル化率が認められ
たが、他の組織ではアセチル化率はいずれも1．05％～1．46％と低く、血球
で特異的にCAT活性が高いことが判明した（図5－7）。
　一方、4CATでは10日胚の全胚体で19．14％と高いCAT活性が認められたに
もかかわらず、どの組織においても高い発現が認められた個体はなかった
　（図5－8）。また、20日胚では血球で13．17％と高い値を示したが、頭部で
．9．26％、躯幹部で4．73％と高い値を示した組織も存在した（図5－9）。さら
に、30日胚では血球で8．3％、頭部で15．31％、躯幹部で16．37％、尾部で1
6．90％、卵黄嚢で5．63％とどの組織でも高いアセチル化率が得られ、はっ
きりした組織特異性は認められなかった（図5－10）。
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考察
　3CAT導入区では初期胚の造血組織および血球で特異的に発現が認められ
た。これらの結果は、今回用いたCαG3の5’上流域650bpに時期および組織
特異性を担う配列が含まれていたためと考えられる。しかし、発現量はい
ずれも15％以下で高い値ではなかった。これは今回用いた配列にはエンハ
ンサーのような遺伝子の発現を促進する領域が十分含まれていなかったこ
とを示唆していると考えられる。実際、Chadaら（1986）とKolliasら（
1986）はそれぞれ1．7kbおよび1．3kbの5昼上流域を持つヒトγ一グロビン遺
伝子をマウスに導入し、低レベルの発現しか得られていない。さらに、
L2kbの5’上流域を持ったヒトβ一グロビン遺伝子を導入したマウスでも、
本実験と同様に組織および時期特異性を示しながらも、低レベルの発現し
か認められていない（Chadaら，1985）。しかし、Townesら（1985）は
4．3kbの5’上流域を持つヒトβ一グロビン遺伝子をマウスに導入し、宿主の
グロビンの30～40％量の発現を確認している。したがって、本実験でも導
入に用いたCαG3の5｝上流域の長さを増すことにより発現量の増加が期待
される。また、Townesら（1985）は導入個体によって外来遺伝子の発現量
が著しく異なることを報告しており、外来遺伝子が宿主の染色体に組み込
まれる位置によってその発現量が左右されると推測している。しかし、本
研究では12日胚頃までは宿主の染色体に組み込まれていない状態で存在す
る外来遺伝子が多く含まれていると考えられ、外来遺伝子の宿主細胞内で
の存在状態とその発現の関係も、今後検討する必要があると考えられる。
さらに、ヒトβ一グロビン遺伝子群ではε一グロビン遺伝子の約6．1～18．O
kb上流に散在するDNase　I－hyper　sensitive　siteを含むlocus　contorol
region（以下LCR）が存在し、これらの領域がβ一グロビン遺伝子群の組織
および時期特異的発現を強力に促進することが知られている（Orkin，
1990；Dillonら，1991）。さらに、これらの配列をβ一グロビン遺伝子の上
流に直接接続後、マウスに導入することにより、その発現を強力に促進す
ると報告されている（Grosveld，1987）。またβ一グロビン遺伝子群のLCRを
α一グロビン遺伝子の上流に直接接続後、マウスに導入すること：により、
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α一グロビン遺伝子の発現は強力に促進され、内在性のα一グロビンとほぼ
等量の外来ヒトα一グロビンが産生されたことを報告している（Ryan，
1989）。したがって・コイα一グロビン遺伝子についてもこ¢）LCRを同定し・
目的のグロビ ン遺伝子の上流に接続することにより、外来のグロビン遺伝
子の発現量を大幅に増加させることが可能と期待される。近年、ヒトα一
グロビン遺伝子のLCRも同定され（Orkin，1990）、魚類においても今後、こ
のようなクロマチンの高次構造の変化による遺伝子発現調節機構、および
DNA結合タンパク質による遺伝子発現調節機構を解明していくことが必要
不可欠と考えられる。
　4CAT導入区では10伊30日胚において14％以上の発現が続いたが、どの時
期においてもはっきりとした組織特異性は認められなかった。Lacyら（
1983）も同様に本来グロビン遺伝子が発現する組織とは異なる組織での発
現を確認している。これは組織特異性を担う配列が導入に用いた遺伝子に
は欠けていたためと考察しているが、Townesら（1985）は、Lacyら（1983）が
ベクター配列に組み込まれたままのグロビン遺伝子を用いたため、その発
現が抑制されたのではないかと推測している。しかし、本研究では完全に
ベクター配列を除いた遺伝子を導入に用いており、CαG4の5’上流域950bp
には組織特異性を担う配列が含まれていなかったと考えられる。一方、
LCRを接続したヒトβ一グロビン遺伝子導入マウスでは、マウスの胚におい
ては組織特異的発現が認められないと報告されており（Blom　vaa
Assendelftら，1989；Behringerら，1990；Enverら，1990；Lindenbaum
and　Grosveld，1990）、LCRとβ一グロビン遺伝子の間にγ一グロビン遺伝子
を接続すると正確な発現が起きると報告されている（Behringerら，1990；
Enverら，1990）。このようにグロビン遺伝子の発現には、グロビン遺伝子
群の相互作用が極めて重要な役割を果たしており、魚類においても同様の
調節が行われている可能性が高いと推測される。
　さらに、5、6、7CAT導入区ではほとんど発現は認められなかったが、こ
れらの遺伝子では5’上流域が約260bpと短かったため、発現に必要な最低
限の領域が含まれていなかったと考えられる。しかし、これらの遺伝子が
本実験で解析した発生段階では本来発現しない遺伝子であった可能性、あ
一64一
るいは本来極めて微量しか発現しないタイプの遺伝子であった可能性もあ
るため、今後コイの各発生段階においてどの遺伝子がどのくらいの量発現
しているのかを正確に同定する必要があると考えられる。
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第3節コイ成体で発現しているβ一グロビンcDRAの同定
　第1節ではニジマス成魚においてコイα一グロビン遺伝子は発現せず、第
2節ではニジマス初期胚においてCαG3CAT以外は正確には発現してし！なか
った。これらの問題は、導入に用いた各々のα一グロビン遺伝子の本来発
現している時期と場所が、同定されていないという点が大きな原因の1つ
と考えられる。そこで、コイ体内で各時期に発現しているグロビン遺伝子
を同定するとともに、各遺伝子の発現量を測定する必要がある。しかし、
魚類においては、コイ成体から1種類のα一グロビンcDNAが単離されている
のみで（Takeshitaら，1984）、その多型性や発現時期に関する遺伝子レベ
ルの研究はほとんど成されていない。そこで高等動物でその発現調節機構
が極めて良く研究されているβ一グロビンをモデルに用い、まずコイ成体
で発現しているβ一グロビン分子を同定するため、コイβ一グロビンcDNAを
クローニング後、それらの塩基配列を決定し、各タイプの発現量を算出し
た。
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材料と方法
mRNAの抽出
　東京水産大学屋外水槽で飼育されたコイ3年魚より1認の血液を採取し、
約80μ1ずつ微量遠心チューブに分注後、淡水魚用リンゲル液で洗浄した。
その後RNA　extraction　buffer250μ1に血球を懸濁し、さらにproteinase
digestion　buffer250μ1を加え、直ちにボルテックスミキサーで混和し
た。その後、25Gの注射針を接続したシリンジ内にサンプルを急激に出し
入れすることにより、サンプル中に含まれる高分子DNAを物理的に破壊し
た。その後、proteinase　Kを終濃度200μg／mlとなるように加え、37℃で1
時間保温し、タンパク質を分解した。その後フェノール；クロロホルム
（24：1）（以下フェノクロとする）で2回抽出した後、エタノール沈殿を行
い、全核酸を精製した。次に各チューブに200μ1の50耐TrisほCl（pH7．8），
1mM　EDTA，10mM賊9Cl2，0．1mM　dithiothreitol溶液に溶解した後、RNase－
freeのDNase　Iを70units加え、DNAを特異的に分解した。さらに、フェノ
クロ抽出を2回行った後、エタノール沈殿により全RNAを抽出した。その後、
全量の30分の1ずつを吸光度計による濃度測定、および電気泳動による分
解の有無の確認に用いた。　その後、日本ゴム（株）のOligotexdT30を
用い、藤本ら（1991）の方法によりmRNAを特異的に回収した。
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cDNAライブラリーの作成
　得られたmRNA全量を鋳型にし、cDNA　synthesiskit（Pharmacia　Co．，
Ltd．）を用いてcDNAを合成した。すなわち、Oligo　dTをプライマーにし、
酵olony　leukemia　virus由来の逆転写酵素により1st．strand　cDNAの合成
を行った。その後、Gubler　and　Hoffman（1983）の方法により2nd．strand
cDRAの合成を行った。これらの反応液をSepkacrylS－300（Phamacia　Co．，L
td．）によりゲル濾過後、Eco　RIアダプターをT4DNA　ligase（Pbarmacia　Co．，
Ltd．）を用いて接続した。その後、同様のゲル濾過をもう一度行い精製後、
cDNA溶液4μ1と、Eco　RI（東洋紡績株式会社）消化後、末端のリン酸基を
除去した（村松ら，1988f）pUCll850ngとを、T4、DNA　ligase（Pharmacia
Co・，Ltd．）によりライゲーションした。その後、これらの反応液を大腸菌
灘109株に村松ら（1988b）の方法によりトランスフォーメーションすること
により
cDNAライブラリーを作製した。
スクリーニング
　得られたcDMライブラリーを、既にクローニングされているコイα一グ
ロビンcDNA（Takeshitaら，1984）をプローブに用いたコロニーハイブリ
ダイゼーションにより、α一グロビンのcD甑と思われるクローンを除いた。
次に残りのクローンからアルカリ法（村松ら，1988c）によりプラスミドを
抽出し、Eco　RI消化後、アガロースゲル電気泳動により、コイβ一グロビ
ンcDNAの長さと思われる500～700bpのインサートDNAをもつクローンを選
別した。さらに、これらのクローンを鋳型にし、Grujic－lnjacら（1980）に
より決定された、コイβ一グロビンアミノ酸配列の1～8残基目までと、149
～155残基目までに対応する塩基配列を合成したミックスプライマー（図5－
11）を用いたPCR法により、増幅の有無を確認した。そこで増幅の認められ
たクローンに関しては塩基配列の決定を行った。
塩基配列の決定
　鋳型に用いるプラスミドDNAは通常のアルカリ法（村松ら，1988c）の後、
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DNA溶液の60％量のPEG溶液を加え撹絆し、氷上に1時間放置後、13500rpm
で20分闇4℃で遠心分離することによりプラスミドDNAのみを回収した。こ
れらのDNA溶液のうち、5μg分を18μ1の蒸留水に溶解後、2μ1の2N　NaOH
を加え1本鎖にした。標識はDeoxyadenosine5㌧（α一thio）triphospkate，
135Sl（四E四Research　Products　Co，，Ltd．）を用いてT7Seqencingkit（
Phar隠cia　Co．，Ltd．）により行った。なお各クローンともM13Primer　RV（宝
酒造株式会社）を用いた逆向きのシークエンシングも同時に行った。得ら
れた反応液を80℃で5分間処理し、1本鎖にした後、6％ポリアクリルアミ
ドゲルを用いた電気泳動により展開した。その後、得られたゲルをシーク
エンスゲル固定液中で15分問固定し、ゲル乾燥器によりゲルを乾燥させ、
オートラジオグラフィーを行った。’
2次スクリーニング
　塩基配列よりβ一グロビンcDNAと確認されたクローンをプローブに用い
て、前述の方法によりコロニーハイブリダイゼーションを行いスクリーニ
ングした。なお、得られたクローンについては塩基配列を決定し各タイプ
に分類後、各々のクローンの発現量を得られたクローン数より算出した。
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結果
　1mlのコイ血液より回収した全血球より約400μ9の全RNAが抽出でき、こ
の中からpoly　Aを持っmRNAは約4μg単離できた。これら全量を用いてcDNA
を合成し、その1／50量を用いてcDNAライブラリーを作製したところ、約15
0クローンのインサートDNAを含むコロニーが得られた。このcDMライブラ
リーをコイα一グロビンcDNAを用いてスクリーニングした結果、30コロニ
ーにハイブリダイズした。そこで、残り120クローンのうち26クローンの
インサートDNAの長さを調ぺたところ、11クローンが500～700bpの長さで
あった。さらに、これらの11クローンのうちPCR法により増幅の認められ
たクローンが3クローン存在した。そこで、これらのうちの1クローンにつ
いて全塩基配列を決定した。このDNA断片は441bpより成るアミノ酸コード
領域を含み、この領域をアミノ酸配列に翻訳した配列は、GruJic－lnjacら
（1980）により決定されたコイβ一グロビンアミノ酸配列と93．9％のホモロ
ジーを示した。このように、明らかにこのクローンがコイβ一グロビン
cDNAであることが証明されたので、このcDNA断片をプローブに用いて再度
151クローンのcD酷ライブラリーをスクリーニングした。その結果34個の
クローンにハイブリダイズした。そこで、これらのクローンのインサート
長を調ぺ、完全長のcDNAがクローニングされていると考えられる28クロー
ンの塩基配列を決定した。これらのクローンは全て開始コドン（ATG）と
終止コドン（TAG）にはさまれた441bpのアミノ酸コード領域を含み、合計6
種類のタイプに分類できた。図5－12にはこれらの全塩基配列を示した。最
上段にこれらのうち1種類の全塩基配列を示し、2～6の塩基配列に関して
は1と異なる塩基のみを示した。またpoly　A付加配列と考えられる．AATA酷
の構造は終止コドンより87bp下流に1つ存在した。さらに、これら6種類の
各クローン間のホモロジーは表5－1に示したように96．0％～99．6％と極め
て高く、どのクローンも非常に類似していた。また、これら各クローンの
得られた割合は、1と2が28．6％、3が21．4％、4が14．3％、5と6が3・6％で
あった。
　次に、これらの塩基配列をアミノ酸に翻訳した結果を図5－13に示した。
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塩基配列の2と3、4と6はそれぞれサイレント変異しか存在せず、同じアミ
ノ酸配列をコードしていた。4種のアミノ酸配列相互間のホモロジーは、
表5－2に示したように95．2％～99．3％と非常に高い値であった。さらに、4
アミノ酸間の変異は122残基から126残基までに集中して起きて．いた。また、
これらの4種のアミノ酸の発現している割合は、CβG2と3でコードされる
タイプが50％、CβG1がコードするタイプが28．6％、CβG4と6がコードす
るタイプは17．9％で、CβG5がコードするタイプは3．6％しか存在しなかっ
た。
考察
　今回得られたクローンはすべて、開始コドンATGと終始コ・ドンTAGにはさ
まれた441bpのアミノ酸コード領域を含み、147残基のアミノ酸をコードし
ていた。ヒト（Lawnら，1980）およびニワトリ（Dolanら，1983）のβ一グロビ
ンは共に146残基で、コイより1残基短く、さらにXenopus（Williamsら，
1980）のβ一グロビンは145残基で、2残基短かった。しかし、ニジマスのβ一
グロビン4（Petruzzeliら，1984）、ハイギョ（良odewaldら，1984a）およびキ
ンギョ（Rodewaldら，1984b）のβ一グロビンは147残基であり、この特徴は
魚類のβ一グロビン特有であると考えられた。さらに今回得られたすべて
のクローンで、TAGが終止コドンとして用いられていたがヒト（Lawnら，
1980）、マウ．ス（Konke1ら，1978）、ニワトリ（Dolanら，1983）および
Xenopus（Williamsら，1980）では終止コドンはTAAであり、今回のTAGでコ
ードされる終止コドンもコイのβ一グロビンの特徴と考えられる。またコ
イβ一グロビンcDNAには、この終止コドンの87bp下流にpoly　A付加シグナ
ルと考えられるAATAAA配列が存在した。しかし、Xenopus、マウス、ウサ
ギ、ヒト、ニワトリで見出されているAATAAAのすぐ下流側に存在するDyad
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Symmetry配列（Williamsら，1980）は今回得られたクローンでは認められな
かった。
　本研究では6種類のβ一グロビンcDNAが得られ、これらのCβGは4種類の
アミノ酸をコードしており、特にこれらのうちの3種類ではかなりの発現
量が認められた。一方、ヒトでは5種類の機能し得るβ一グロビン遺伝子が
存在するが、成体で発現しているのはそれらのうち4種類であり、全β一グ
ロビン量の1～2％がγ一グロビン、δ一グロビンで、他のほとんどがβ一グ
ロビンである（服巻，1987）。このように、コイ成体で複数のβ一グロビン
遺伝子が発現しているのは、コイが種々の酸素結合特性を持ったグロビン
分子を同時に産生することにより環境の激変に適応しているのではないか
と考えられる。すなわち、陸上に生息する生物は、空気中の酸素量が急激
に変動することが稀であるため、通常の環境下で効率良く酸素を供給でき
るグロビンしか必要ないが、溶存酸素量が急変することの多い水中に生息
するコイは、それぞれの環境下で効率良く機能し得るグロビン分子を常に
一定量の割合で産生していくことにより、環境の急変の供えていると考え
られる。実際、幾っかの生物で、酸素結合特性の異なるヘモグロビンが存
在すること：が報告されている。例えば、ヒトの胎児は胎盤での低酸素環境
下では、ジホスホグリセリン酸への結合能が弱い胎児型ヘモグロビンを産
生することにより、効率良く母体の血液から酸素を得ている（Gilbert，
1991）。さらに、ニジマスでも胚と成体では酸素結合特性の異なるヘモグ
ロビンが存在する（luchi，1973）。また、淡水と海水の両方で生活するサ
ケ（Rashimotoら，1960；Hashimotoと樋atsuura，1961）、ウナギ（山口ら，
1962；Shimadaら，1980）では各々Bohr効果の小さい海水魚型のヘモグロビ
ンとBohr効果の大きい淡水魚型のヘモグロビンを持っと報告されている。
さらに、ウナギのこれら2種類のヘモグロビンは有機リン酸による影響も
全く異なると報告されている（Okazakiら，1974）。また、ドジョウでも同
様のヘモグロビン多型が報告されており（山口ら，1963）、コイにおいて
も本研究で同定した4種類のβ一グロビンが、各々異なった機能を果たして
いる可能性は大きいと推測される。しかし、2組のβ一グロビン遺伝子が同
じアミノ酸をコードしていた点に関しては環境への適応とは考えにくい。
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これはコイ属魚類が倍数体起源である点から（新井，1985）、倍数化にと
もなって遺伝子重複が生じた結果であろうと考えられる。高等動物のグロ
ビン遺伝子群には、偽遺伝子と呼ばれる機能していない遺伝子が存在する。
これは遺伝子重複によって生じた後、変異が起こり不活化したと考えられ
ており（服巻，1987）、今回検出できなかったCβG1または5に対応する遺
伝子も、発現しない状態で染色体中には存在する可能性が高いと考えられ
た。
　今回単離したCβGは、1から6まで各々28．6％～3。6％と各クローン毎に
特有の発現量を示したが、これは各cDNAをコードしている遺伝子がそれぞ
れ独自の発現調節領域を持ち、遺伝子毎に発現の調節が成されていること
を示している。前に述べたようにヒト成体でもβ一グロビン、δ一グロビン、
γ一グ．ロビン遺伝子は常に一定の割合で発現しており、これらの発現量の
割合の調節は、全て各遺伝子の上流域、下流域の発現調節領域によりその
転写量が調節されているためと考えられている（服巻，1987）。最近では
これらの各遺伝子の発現量が相互に調節し合っているという現象も報告さ
れており（Dillonら，1991）、魚類でもこれらのグロビン遺伝子をクローニ
ングし、その発現調節機構が解明されることが期待される。さらに遺伝子
導入にこれらの遺伝子を用いる場合はCβG1、CβG2などの転写量の多い
mRNAをコードしている遺伝子を選択することにより、宿主内での導入遺
伝子の高レ．ベルでの発現が期待される。
　次にこれらのcDNAをアミノ酸配列に翻訳し、種々の生物のβ一グロビン
のアミノ酸配列とホモロジーを比較した結果を表5－3に示した。ヒト（Lam
ら，1980）とは51．0～52．4％、ニワトリ（Dolanら，1983）と二は56．5～57．8％、
さらにXenopus（Williamsら，1980）とは43。5％～44．2％といずれも魚類以
外の生物とのホモロジーは低い値であった。他の魚種ではニジマスのβ一
、グロビン1（Barraら，1983）とは65．1％～65．8％、ニジマスのβ一1グロビン4
（Petruzzeliら，1984）とは76．9％～78．2％と比較的高い値を示し、キンギ
ョ（Rodewaldら，1984b）のβ一グロビン96。6％～98．0％と非常に高いホモー
ロジーを示した。しかし、ハイギョ（Rodewaldら，1984a）とは43．5％～
44．9％で魚類の中でもハイギョのβ一グロビンは極めて特化が進んだ分子
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であることが示唆された。また、Grujic－lnjacら（1980）によって決定され
たコイβ一グロビンとは89．1％～93。9％とあまり高いホモロジーは得られ
なかった。
　ヘモグロビン分子は各2本のα鎖とβ鎖、計4本が結合しており、それぞ
れに1分子のヘムが結合している。これらのサブユニットはα1を基準にし
て鉄原子間の距離の近いβ鎖をβ1、遠いβ鎖をβ2と呼ぶが（水上，1977）
、サブユニット相互間の接触、およびヘムとの接触がこれらの4次構造の
決定およびその機能上で非常に重要であるといわれている（Perutz，1969）。
図5－14にヒトβ一グロビンがヘムと接触しているアミノ酸残基、α1β1接
触およびα1β2接触しているアミノ酸残基を示し（水上，1977）、その下
段に今回決定したコイβ一グロビンのアミノ酸配列を示した。さらに、こ
れらのヒトおよびすべてのコイβ一グロビンに相同な配列を持つ残基にア
ステリスクを付した。まず、9含残基目のヒスチジンは遠位ヒスチジンと呼
ぱれるもので、このヒスチジンのイミダゾール基とヘムが配位結合により
結合しているが、この残基はヒトを含むすべてのβ一グロビンにおいて保
存されていた。さらに、63残基目のヒスチジンはヘムに酸素分子が結合す
る時に影響を及ぼす近位ヒスチジンと呼ばれる残基だが、これもヒトを含
む全てのβ一グロビン分子に保存されていた。また、ヘムと接触している
アミノ酸は下線で記したが、この領域ではコイのすべてのタイプのβ一グ
ロビンアミノ酸配列は同一であった。ヒトとコイのβ一グロビン全領域の
ホモロジーは、51．0～52．4％であるのに対して、ヘム接触領域ではホモロ
ジー71．4％とかなり良く保存されていた。さらに、図中で2重下線で示し
た残基はαβ各サブユニット間の接触を示しているが、これらの領域のヒ
トとコイとのホモロジーは64～68％で、先程同様良く保存されていること
が明らかになった。特に、ヘモグロビンが酸素分子を取り込む時に重要な
α1β2接触をしている残基には丸印を付したが、この領域ではすべてのタ
イプのアミノ酸配列は同一で、ヒトとのホモロジーも86％と極めて高い値
を示した。以上のように、ヘモグロビンの基本的な機能および立体構造を
形成する上で重要な領域は、コイにおいてもヒトと類似していることが明
らかになった。さらに、93残基目のセリンは魚類のRoot効果に必須のアミ
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ノ酸であるとされているが（Perutz，1983）、このセリンも全てのβ一グロ
ビンで保存されていた。
　しかし、今回決定したアミノ酸配列のうち121残基目から126残基目まで
は、得られた4タイプのβ一グロビンすべてで異なっていた。この領域はヒ
トβ一グロビンではGH4からH3にまたがる領域で、特にGH5からH3まではα1
β1接触している領域でもある（水上，1977）。コイが前述の環境の急変
に備えて複数のグロビン分子を同時に産生していると仮定すると、この領
域が各々のβ一グロビンの酸素結合特性を担っている領域である可能性も
高いと考えられるら今後これら各分子の酸素結合特性を含め、さらに解析
が必要と思われる。
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総括
　本研究では、第1章において従来の方法に代わる効率のよいニジマス卵
へのマイクロインジェクション技法を開発し、第2章ではその技法を用い
て実際に種々の外来遺伝子をニジマスに導入することに成功した。本法は、
1時間当たり約50粒の卵にマイクロインジェクションが行え、実験室規模
での遺伝子導入には十分と考えられるが、実際に種苗生産に応用するには
効率の悪い方法である。さらに、コイ精子へのエレクトロポーレーション
による外来遺伝子の導入も可能であったが、容易に大量の個体を作出でき
るという大きな利点をもつものの、導入個体を選別する際に行うサザンブ
ロット解析はマイクロインジェクションの時と同様時闇を要するため、遺
伝子導入魚を種苗生産レベルで直接的に大量生産するには効率のよい方法
とはいえない。したがって、遺伝子導入魚を種苗生産に用いるためには、
マイクロインジェクション法またはエレクトロポーレーション法により作
出した個体を親魚として用い、外来遺伝子をホモに持つ個体を作出し、こ
れを親魚に用いることが必要である。すなわち、これらのホモ個体と通常
の個体を交配すれば、得られた次世代はすべての個体において外来遺伝子
をヘテロに持つことになり、遺伝子導入個体を大量に生産することができ
ると考えられる。第3章では、宿主の染色体に組み込まれた外来遺伝子が、
メンデルの法則に従って遺伝することが明らかになったため、ホモ個体の
作出には導入個体から得た卵を雌性発生処理することによって外来遺伝子
をホモ化するか、同個体より得られた子供のうち、同一の遺伝子座に外来
遺伝子が組み込まれている個体を選んで兄妹交配すると、孫世代の25％が
ホモ個体になることが期待される。
　本研究で得た遺伝子導入魚において、外来遺伝子が宿主染色体に組み込
まれた量および位置は一定ではなかった。哺乳類においては、すでにgene
targetingと呼ばれる技術が開発されており（Capecc撤，1989）、特定の遺
伝子座に外来遺伝子を1コピーだけ挿入することが可能となっている。従
来、選抜で固定してきた特定の遺伝形質は、その形質を支配している複数
の遺伝子の発現調節領域のわずか数塩基の置換、挿入、欠失などに起因し
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ていると推測される。したがって、このgene　targetingが実用化すれば容
易にそのような変異を個体の内在性の遺伝子に導入することができ、極め
て有効な育種技法として期待される。近年、本法に必要不可欠なキメラ個
体の作出技法がゼブラフィッシュ（Liuら，1992）、メダカ（若松ら，1992）、
キンギョ（山羽と山崎，1992）において、開発されている。したがって、第
1章で開発したマイクロインジェクション技法をキメラ個体の作出に適用
すれば、変異を導入した細胞を容易に個体に導入できると思われる。
　第4章では、まず、RSVCATを導入したニジマスにおける、外来遺伝子の
発現時期について検討した。その結果、外来遺伝子の発現量は胞胚期から
発眼期までは高レベルで推移した。さらに、受精後70日の胚ではRSVCATが
宿主の染色体に組み込まれた状態で発現し、一部の個体ではこれらの
RSVCATが次世代へ伝達した後も安定して発現した。このように、本珊究で
は外来遺伝子を一過性ではなく、宿主染色体中に組み込まれた状態で安定
して発現させることに成功した。以上の結果より、RSVLTRおよびSV40のタ
ーミネーターは、ニジマス体内で外来遺伝子を発現させるために、極めて
有効であることが判明し左。したがって、RSVLTRの下流に水産上有用な形
質を担う遺伝子を接続し、さらにその下流にSV40のターミネーターを接続
したDNA断片をニジマスに導入すれば・その遺伝子が担う形質を個体に付
加することが可能と考えられた。
　しかし、魚類においてより効率よく外来遺伝子の発現を促進し、かつ組
織、時期特異性を担う遺伝子発現調節領域を開発するためには、魚類自身
の遺伝子あるいは魚類細胞を宿主とするウイルスの遺伝子発現調節領域を
用いることが必要と考えられる。そのためには魚類自身の遺伝子の発現調
節機構の解明が必要不可欠と考えられたため、第5章では、魚類のグロビ
ン遺伝子を選んで、その発現について解析した。コイCαG4，5，6，7を導入
したニジマス成魚では、その発現は認められなかったものの、CαG3CATを
導入したニジマス稚魚においては、造血組織および血球特異的に発現が認
められた。さらに、コイβ一グロビン遺伝子は成体で6種類の遺伝子が機能
し、それらは4種類の異なるアミノ酸をコードしていた。また、各遺伝子
毎にその発現量は異なっており、各遺伝子毎に独自の発現調節がなされて
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いることが示唆された。このように、魚類グロビン遺伝子も組織特異的発
現・および各成分毎に発現量の調節が成されていることが判明し．た。
　将来、これら外来遺伝子の導入、遺伝、発現といった一連の過程が完成1
し、実際に水産養殖に応用するには、魚類に導入する形質（これを担って．
いる遺伝子）にっいて詳細に解析する必要があると考えられる。すなわち、
目的の形質がどのようなタンパク質によって支配されているのかを明らか
にした後、そのタンパク質の生理機能や発現部位、作用部位等を解明し、
その遺伝子をクローニングする必要がある。従来、魚類の遺伝形質に関し
て、分子レベルで解析され、かっ育種に応用されている例は非常に少ない。
本研究においてもコイのα一グロビン遺伝子をニジマスに導入することに
より、ニジマスにコイのもつ低酸素耐性の付加を試みたが、ニジマ．ス体内
で、コイα一グロビンの産生は認められなかった。したがって、このよう
な研究を成功させるには、あらかじめ、コイの内在性のグロビンを詳細に
解析しておく必要があると考えられる。
　最後に、これらの遺伝子導入魚を水産養殖に利用するに際しては、いわ
ゆる封じ込めが必要である。すなわち、これらの個体が天然の水界へ逸脱
することのないような方法、あるいはもし逸脱しても、次世代を作らない
ような処理が必要である。前者を実行するためには、飼育設備を完備する
ことにより逃亡を防げると考えられるが、現在の養殖現場では不可能と思
われる。後者には初期胚の時点でγ線を照射して不妊化する方法（田代，
1972）、3倍体化する方法（上野，1989）等が考えられるが、今後一層確実な
不妊化技法の開発が望まれる。また、培養細胞では種々の酵素の欠損株が
得られており、これらの細胞は特殊な培地でしか成育しない（瀬野，1989）。
したがって、このような現象を個体にも応用できれば、限られた環境下で
のみ成育できる個体を作出することも可能と思われる。また、前述のgene
targetingによる内在性遺伝子の改変が魚類でも可能になれば、従来選抜
で行ってきた育種と同様の操作を短期問で行える上、安全性の面からも問
題は少ないと考えられ、本研究の主題は、今後この方面に展開する必要が
あると思われる。
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　　　　　　　　　　　　　溶液組成一覧
LB培地
　1％トリプトン、0．5％イーストエキストラクト、0．5％NaCl
Lysis　buffer
　50mM　Tris．HCl（pH8．0）、、0．1M塩化ナトリウム、20mM　EDTA、1％SDS
PCR　buffer
　50繭塩化カリウム、10mM　Tris．HCl（pH8．3）、1．5mM塩化マグネシウム、
　0．001％ゼラチン
PEG
　20％ポリエチレングリコール、2．5M塩化ナトリウム
Proteinase　digestion　buffer
　o．2Mτris。c1（pH8。o）、25mMEDTA（pH8．o）、o．3M塩化ナトリウム、
　296SDS
RNA　extractioh　buffer
　O．14M塩化ナトリウム、卑。5mM塩．化マグネシウム、10mM　Tris．Cl（pH8。6）
　1mM　dithiothreitol
RNA　running　buffer（5×）
　0．1M　MOPS（pH7。0）、40mM酢酸ナトリウム、5醐EDTA（pH8。0）
RNase　A
　RNase　Aを10mg／mlになるように10mM　Tris．C1（pH7．5）、15mM塩化ナト
　リウム溶液1こ溶解後、100℃で15分間処理し、DNa、，を失活させる。
SSC（20x）
　錨塩化ナトリウム、0．3Mクエン酸3ナトリウム2水和物（pH7．0）
SSPE（20×）
　鋤塩化ナトリウム、0．2Mリン酸ナトリウム、20mM　EDTA（pH7．4）
TBE（5×）
　o．45M　Tris、o．45Mホウ酸、10mM　EDTA
TE
　10m醜Tris、1mMEDTA（pH8．0）
　　　　　　　　　　　　　　一95一
TE一フェノール
　フェノールを60℃で溶解した後、0．1％になるようにキノリノールを溶
　解する。その後、フェノールと等量のTEでフェノールを飽和させる。
シークエンスゲル用固定液
　10％酢酸、10％メタノール
淡水魚用リンゲル液
　0．75％塩化ナトリウム、0．02％塩化カリウム、0．02％塩化カルシウム
ニジマス用リンゲル液
　0．9％塩化ナトリウム、0．024％塩化カリウム、0．026％塩化カルシウム
ポリアクリルアミドゲル（シークエンシング用）
　40％アクリルアミド＊4．5ml、5×TBE6ml、尿素15gを混合後、蒸留水で30
　mlまでメスアップし、使用直前に過硫酸アンモニウム32mg、TEMEDを15
　μ1加える。
　＊40％アクリルアミド；38％アクリルアミド、2％N，N㌧メチレンビスア
　クリルアミド
ホルムアルデヒドゲル
　1×Rmrunningbuffer、2．2醒ホルムアルデヒド、1．0％アガロース
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図の説明
図1－1；ニジマス卵へのマイクロインジェクション
　B；胚盤　M；マイクロピペット　S；針金の輪
図1－2；ニジマス卵へのマイクロインジェクションの模式図
　B；胚盤　1；ニジマス用等調液　翫マイクロピペット　S；針金の輪
図2－1；pRSVCATの作製法
　B；BamHI，H；HindHI，N；Nsil，P；Pstl，S；スプライシングシグ
　ナル，A；ポリA付加シグナル，PL；ポリリンカー
図2－2；pRSVtGHの作製法
　H；HindHI，N；Nrul，P；PvuII
図2－3；RsvdATおよびRsvtGHの模式図
図2－4；RSVCATをマイクロインジェクションした個体の卵より袖出したDNA
　を迦c　H、幽d．mによって消化した後に行ったサザンブロット解析の
　結果（上）およびマイクロインジェクションに用いたDNA断片の制限酵
　素地図（下）
　B；Bam　ほ1，　C；Hinc　H，　D；　Hind　皿，　N；　Nru　I
図2－5；RSVtGHをマイクロインジェクションした個体より抽出したDNAを
　Eco　RI消化後に行ったサザンブロット解析の結果（上）およびマイクロ．
　インジェクションに用いたDNA断片の制限酵素地図（下）
図2－6；RSVCAT導入個体のDNAをHindm消化後に行ったサザンブロット解
　析の結果およびRSVCATが種々のコンカテマーを形成した際の模式図
　P；RSVCATを30pg用いたポジティブコントロール
図2－7；RsvcAT導入個体のDNAを未消化およびPst　I消化後に行ったサザン
　ブロット解析の結果。下段はRSVCATが宿主の染色体に組み込まれた場合
　と組み込まれなかった場合の模式図
図2藺8；pSV2CATの模式図
　B；BamHI，P；Pst1，S；スプライシングシグナル．A；ポリA付加シグ
　ナル
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図2－9；外来遺伝子をマイクロインジェクションしたニジマス初期胚にお
　ける外来遺伝子量の変化
　32；32細胞期，M；桑実胚期，B；胞胚期，G；嚢胚期，12；12日胚期，
　E；発眼期，H；卿化期
図2－10；精子へのエレクトロポーレーションによりpSV2CATを導入した個
　体のDNAを用いたサザンブロット解析の結果
図3－1；PCR法に用いたプライマーの位置とその配列
図3－2；約1年で成熟したCαG導入ニジマス
図3－3；CαG導入ニジマスより採取した精子のDNAをPCR法により解析した
　結果
図3－4；CαG導入ニジマスより採取した精子の未消化DNAを用いて行ったサ
　ザンブロット解析の結果
図3－5；3151の精子を用いて作出したF1より抽出したDNAを鋳型に用いた
　PCR解析の結果
図3－6；CαGの伝達が確認されたF1より抽出した未消化DNAを用いて行った
　サザンブロット解析の結果。
　P；3151のDNAを用いた区
図3－7；CαGの伝達が確認されたF1より抽出したDNAをPst　I消化後に行っ
　たサザンブロット解析の結果。下段はCαGがコンカテマー二を形成した際
　の模式図
　P；3151のDNAを用いた区
図3－8；3151由来のF1の精子を用いて作製したF2より抽出したDNAを、
　Pst　I消化後に行ったサザンブロット解析の結果
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図3－9；1細胞期の受精卵の細胞質にマイクロインジェクションされた外来
　遺伝子が宿主染色体中へ組み込まれる過程の模式図
　白；外来遺伝子が宿主の染色体に組み込まれていない’ゲノム
　黒；外来遺伝子が宿主の染色体にhead－to－tailおよびtail－to－tail一コ
　ンカテマーを形成して組み込まれているゲノム（図3－7の1，12，21，24，28，
　29）
　斜線；外来遺伝子が宿主の染色体にhead－to－head、tail－to－tail、およ
　びhead－to－tailのコンカテマーを形成して組み込まれているゲノム（図
　3－7の16）
図4－1；RSVCATおよびpSV2CAT導入ニジマスの初期胚における外来遺伝子の
　発現量の変動
　32；32細胞期，醒；桑実胚期，B；胞胚期，G；嚢胚期，12；12日胚期，
　E；発眼期，H；欝化期
図4－2；RSVCAT導入ニジマス初期胚における外来遺伝子量の変化とその発
　現量の変化
　32；32細胞期，M；桑実胚期，Bl胞胚期，G；嚢胚期，12；12日胚期，
　E；発眼期，H；卿化期
図4－3；pSV2CAT導入ニジマス初期胚における外来遺伝子量の変化とその発
　現量の変化
　32；32細胞期，M；桑実胚期，B；胞胚期．G；嚢胚期，12；12日胚期，
　E；発眼期，H；艀化期
図4－4；RSVCATをマイクロインジェクションした後のニジマス70日胚にお
　ける外来遺伝子の発現
　C財；クロラムフェニコール，Ac－CM；アセチル化されたクロラムフェニ
　コール
図4－5；RSVCAT導入ニジマスF1での外来遺伝子の発現
　C翫クロラムフェニコール，Ac－CM；アセチル化されたクロラムフェニ
　コール
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図4－6；ニジマスメタロチオネインAプロモーター領域のPCR法による増幅
　に用いたプライマーの位置とその配列
　●；TATA　box，○；金属応答領域
　※（）内の数字は転写開始点を0にしたときの切断位置
図4－7；受精後15日および32日胚における外来遺伝子の発現量
　暇；ニジマスメタロチオネインAプロモーター使用区
　pSV2；SV40プロモーター、エンハンサー使用区
　RSV；RSVのLTR使用区　　pSRα；ヒト丁細胞白血病ウイルス遺伝子のプ
　ロモーター使用区
図5－1；マイクロインジェクションに用いたコイα一グロビン遺伝子群
　太線；エキソン　　細線；ぎ上流域，イントロン，3’下流域
図5－2；CαG導入ニジマスの血球全RNAを用いて行ったノーザンブロット解
　析の結果
図5－31pCαGCATの作出法
　SS；スプライシングシグナル　P〈；ポリA付加シグナル　　5’upst．；
　5’上流域
図5－4；CαG3－CATおよびCαG4－CAT導入ニジマスにおける外来遺伝子の発
　現量の変化
図5－5；CαG3－CAT導入ニジマス10日胚における各組織毎の外来遺伝子の発
　現量
　丁；全胚体、H；頭部、1；躯幹部、騒；尾部筋肉、Y；卵黄嚢
図5－6；CαG3－CAT導入ニジマス20日胚における各組織毎の外来遺伝子の発
　現量
　丁；全胚体、B；血球、H；頭部、1；躯幹部、購；尾部筋肉、Y；卵黄嚢
図5－7；CαG3－CAT導入ニジマス30日胚における各組織毎の外来遺伝子の発
　現量
　丁；全胚体、B；血球、H；頭部、1；躯幹部、翫尾部筋肉、Y；卵黄嚢
図5－8；CαG4－CAT導入ニジマス10日胚における各組織毎の外来遺伝子の発
　現量
　丁；全胚体、H；頭部、1；躯幹部、醒；尾部筋肉、Y；卵黄嚢
一　100一
図5－9；CαG4－CAT導入ニジマス20日胚における各組織毎の外来遺伝子の発
　現量
　丁；全胚体、B；血球、H；頭部、1；躯幹部、M；尾部筋肉、Y；卵黄嚢
図5－101CαG4－CAT導入ニジマス30日胚における各組織毎の外来遺伝子の
　発現量
　丁；全胚体、B；血球、H；頭部、1；躯幹部、翫尾部筋肉、Y；卵黄嚢
図5－11；コイβ一グロビンアミノ酸配列から推測し、PCR法に用いたミック
　スプライマーの位置と配列
図5－12；コイβ一グロビンcD～Aの塩基配列
　鎚；開始コドン、TAG；終止コドン、濯i糠i嚢i灘i；ポリA付加シグナル
　AAA　poly　A；ポリA、＊；ギャップ、一；未決定の塩基
図5－13；コイβ一グロビンァミノ酸配列
図5－14；ヒトβ一グロビンとコイβ一グロビンのアミノ酸配列の比較
　＊；ヒトとコイで同じアミノ酸が用いられている残基
　下線；αβサブユニット間で接触しているアミノ酸
　ロ　　ゆ　下線；α1β2接触をしているアミノ酸
　網かけ；ヘムと接触しているアミノ酸
　　　　　　　　　網かけ；近位ヒスチジンおよび遠位ヒスチジン
一　101一
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表1－1・還元型グル穿チオ．ン処理後のニジ
　　マス卵の卵膜硬化度と初期生残率（％）
グルタチオン濃度pH硬化抑制受精率・艀化率
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表5－1．コイβ一グロビンcDNA
　　　相互問のホモロジー（％）
2　　3　　4　　5　6
1234
5・
98．298．699．396．098．7
99．697．897．198．2
　　98．2　97．2　98．2
　　　　96．0　98．9
　　　　　　　96．6
表5－2．コイβ一グロビンアミノ酸配列
　　　相互間のホモロジー
2，3
4，6
2，3　4，6　5
96．6　99．3　95．2
　　97．397．3
　　　　　95．9
表5－3．コイの各β一グロビンアミノ
　　酸配列の他生物とのホモロジー
コイ＊
キンギョ
ニジマス1
ニジマス4
ハイギョ
Xenopus
ニワトリ
　ヒト
1　　　2，3　　4，6　　　5
93．9　90．5　93．2　89．1
97．3　98．0　98．0　96．6
65．8　65．1　65．1　65．1
76．9　78．2　77．6　77．6
44．9　44．2　44．2　43．5
44．2　43．5　43．5　43．5
57．8　57．1　57．1　56．5
52．451．751．7’51．0
＊G加jic－lnjacら（1980）による。
